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DESCRIPCION
Clasificacion de tumores y pronéstico del cancer de mama
Campo de la invencion

La invencidn se refiere a la identificacion y al uso de perfiles de expresion génica, o patrones, con relevancia clinica
para el cancer. En particular, la invencidon se basa en parte en las identidades de los genes que se expresan en
correlacion con el grado tumoral. Los niveles de expresién génica forman un indice molecular que es capaz de
determinar el grado tumoral en un paciente y predecir el resultado clinico y, por tanto, el pronéstico para el paciente.
La clasificacion molecular del cancer puede utilizarse opcionalmente en combinacién con un segundo indice
molecular para el diagndstico del cancer y su pronostico.

Los perfiles de expresion génica, ya sea que plasmados en la expresién de acidos nucleicos, la expresion de
proteinas u otros formatos expresion, pueden utilizarse para predecir el resultado clinico de los sujetos que padecen
cancer, predecir la reaparicion del cancer y/o predecir la aparicion de cancer metastasico. Los perfiles también
pueden utilizarse en el estudio y/o el diagndstico de las células y el tejido cancerosos, asi como para el estudio del
pronostico de un sujeto. Cuando se utilizan para el diagnéstico o el pronostico, los perfiles se utilizan para
determinar el tratamiento del cancer basado en la probabilidad de esperanza de vida, de reaparicion del cancer y/o
de metastasis del cancer.

Antecedentes de lainvencion

Los estudios de creacion perfiles de expresion del genoma completo han creado una "pequefia inundacion” de
firmas genéticas de prondstico para el cancer de mama. Una cuestion importante es si estas firmas se solapan en el
espacio de prondstico y si la combinacion de varias de ellas proporcionaria un prondstico mas preciso. En un estudio
comparativo, se descubridé que cuatro firmas (los subtipos intrinsecos, la firma de 70 genes, la firma de respuesta a
la herida y el indice de recurrencia), desarrolladas utilizando diferentes cohortes de pacientes y metodologias, eran
muy concordantes en la clasificacion de los pacientes en grupos de bajo y alto riesgo. Ademas, la combinacion de
estas firmas no proporciona una mejora significativa en la precision predictiva, lo que sefiala que el espacio de
informacién de pronéstico abarcado por estas firmas se solapa en gran parte.

La importancia en el pronostico del grado tumoral también ha sido establecido (Cianfrocca M, Goldstein LJ
Oncologist 9:606-16, 2004). Diversos indices moleculares para el pronostico del cancer han sido citados
anteriormente. Los ejemplos incluyen un indice de grado gendmico (IGG) basado en 97 genes asociados al grado
tumoral, que se ha demostrado que es fuertemente Gtil como prondstico (Sotiriou C, Wirapati P, Loi S, et al. J Natl
Cancer Inst 98:262-72, 2006); una firma de 70 genes (van 't Veer LJ, Dai H, van de Vijver MJ, et al. Nature 415:530-
6, 2002); y el algoritmo del indice de recurrencia de 21 genes Oncotype DX (Paik S, Shak S, Tang G, et al N Engl J
Med 351:2817-26, 2004).

Se ha citado que la firma del grado tumoral de 97 genes es comparable a la firma de 70 genes y al algoritmo del
indice de recurrencia en cohortes independientes y se ha planteado la hipétesis de que la mayor parte del poder de
pronéstico de estas firmas proviene de genes asociados a la proliferacién celular.

Una comparacion de las firmas descritos anteriormente sefiala que los genes relacionados con el grado tumoral son
denominadores comunes de estas firmas (véase, por ejemplo, Sotiriou C, Wirapati P, Loi S, et al J Natl Cancer Inst
98:262-72, 2006; Desmedt C, C Sotiriou Cell Cycle 5:2198-202, 2006; Loi S, Haibe-Kains B, Desmedt C, et al J Clin
Oncol 25:1239-46, 2007; y Sotiriou C, Piccart MJ Nat Rev Cancer 7:545-53, 2007).

Mas recientemente, se ha propuesto que una "firma génica de invasividad" (FGI) de 186 genes, derivado de la
comparacion de las células de cancer de mama CD44+CD24-/bajo oncdgenas con el epitelio mamario normal, se
extiende mas alla del espacio de prondstico basado en la proliferacién. Sin embargo, un examen cuidadoso sefiala
gue su capacidad de prondstico también puede derivar de genes relacionados con la proliferacion ya que el DGI esta
altamente correlacionado con una firma de grado tumoral (r = 0,81).

Dada la importancia del grado tumoral en el prondstico y la existencia de cientos de genes cuyos niveles de
expresion se correlacionan altamente con el grado y la proliferacion tumorales, puede que no sea sorprendente que
puedan desarrollarse una multitud de firmas prondsticas aparentemente distintas. Ademas, la robustez del
pronostico y la redundancia de estos genes sefialan que un ensayo mucho mas simple que implique unos pocos
genes puede ser suficiente. Por ejemplo, se ha observado que solo se necesita una fraccién de los 97 genes para el
IGG para el pronéstico. En un estudio independiente, lvshina et al. también demostré que una firma de grado
tumoral de 264 genes puede reducirse a 6 genes con medios informaticos (lvshina AV, George J, Senko S, et al:
Genetic reclassification of histologic grade delineates new clinical subtypes of breast cancer. Cancer Res 66:10292-
301, 2006).
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La cita de documentos en el presente documento no ha de interpretarse como que refleja una admision de que
alguno es estado del arte relevante. Ademas, su cita no es una indicacion de una busqueda de divulgaciones
relevantes. Todas las declaraciones relativas a la fecha o fechas o al contenido de los documentos se basan en la
informacién disponible y no son una admisién en cuanto a su exactitud o correccion.

Yamamoto et al, Cancer Genetics and Cytogenetics, Vol 174, 2007, 42-47 describe que la sobreexpresion de
BUBRL predijo la reaparicion del tumor y la progresion de la enfermedad en el cancer de vejiga.

El documento WO 2005/008213A describe un algoritmo de perfil de expresién y un ensayo para el prondstico del
cancer.

Breve resumen de lainvencién

La invencion se basa en parte en el descubrimiento y la determinacién de los niveles de expresion génica en las
células tumorales que se correlacionan con el grado tumoral. Ademas del uso de los niveles de expresion de los
genes identificados como una firma del grado tumoral, los niveles de expresién pueden utilizarse para proporcionar
informacién de prondstico, tal como la reaparicion del cancer, e informaciéon predictiva, tal como el grado de
respuesta a ciertas terapias.

Un gen identificado por la invencién codifica BubIB. Por tanto, se describen composiciones y métodos para el uso de
la expresion del gen Bub1B para estudiar o determinar el grado tumoral, para proporcionar informacion de pronéstico
y/o proporcionar predicciones del grado de respuesta clinica. En algunos casos, la determinacion se hace con las
células tumorales de un sujeto para llegar a un diagnéstico correspondiente al de un tumor de grado |, de grado Ill o
grado intermedio. Los ejemplos no limitantes de células para su uso en la invencion incluyen las recién aisladas del
sujeto, las congeladas después de su aislamiento y las que se fijan y/o se incluyen, tales como las fijadas con
formol, incluidas en parafina (FFIP). En algunas realizaciones, las células son células de la mama, tales como
células de cancer de mama.

En un segundo aspecto, se desvelan composiciones y métodos para el uso niveles de expresion de otros cuatro
genes para determinar el grado tumoral, para proporcionar informacion de prondstico y/o proporcionar predicciones
del grado de respuesta clinica. Estos genes adicionales codifican CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2. Por tanto, la
invencion se basa en parte en el descubrimiento de cinco genes, cuyos niveles de expresion son Utiles para la
determinacioén del grado tumoral en un sujeto que padece cancer y para proporcionar determinaciones de pronéstico
y predictivas para el sujeto.

Mientras que el nivel de expresion de cada uno de estos cinco genes puede utilizarse por separado en el estudio o la
determinacion del grado tumoral o para proporcionar informacion adicional, un tercer aspecto de la invencién incluye
el uso de cualquier combinacién de los cinco genes divulgados. De este modo, en algunas realizaciones, puede
utilizarse una combinacion de niveles de expresion de Bub1B y uno, dos o tres cualesquiera de estos cuatro genes
adicionales. De forma similar, puede utilizarse una combinacion de niveles de expresion de CENPA y uno, dos o tres
cualesquiera de Bub1B, NEK2, RACGAP1 o RRM2; de NEK2 y uno, dos o tres cualesquiera de Bub1B, CENPA,
RACGAP1 o0 RRM2; de RACGAP1 y uno, dos o tres cualesquiera de Bub1B, CENPA, NEK2 o0 RRM2; de RRM2 y
uno, dos o tres cualesquiera de Bub1B, CENPA, NEK2 o0 RACGAP1.

En una realizacion, se desvela una combinacién de los cinco niveles de expresién, como una firma de grado tumoral
de 5 genes (o indice de grado molecular). Este indice, o IGM, es capaz de recapitular el grado tumoral y predecir el
resultado clinico con un rendimiento comparable al IGG de 97 genes en dos cohortes independientes. El IGM
también sirve como un factor de prondstico de reaparicion del cancer y/o del resultado de supervivencia.

En un aspecto adicional, la invencién incluye el uso del IGM de 5 genes en combinacion con un segundo indice
molecular para el cancer. En una realizacion, la combinacion es del segundo indice molecular con los cinco genes
divulgados. En otras realizaciones, la combinacion puede ser con uno, dos, tres o cuatro de los cinco genes
divulgados como se describe en el presente documento. En algunos casos, el segundo indice molecular es uno
basado en los niveles de expresion de dos genes HoxB 13 e IL17BR. En particular, puede utilizarse un ratio de dos
genes de la expresion de HoxB13 frente a la expresion de IL17BR (o ratio HoxB13:IL17BR) como segundo indice
molecular (véase el documento US 2005/0239079 Al, el documento US 2005/0239083 Al y el documento US
2006/0154267 Al). En una realizacion alternativa, el segundo indice puede ser un ratio de dos genes de la
expresion de HoxB13 frente a la expresién de CHDH.

El ratio HoxB13:IL17BR (H:l) se descubrié sobre la base de un estudio de nuevos biomarcadores predictivos del
resultado clinico mas alla de los factores de prondstico convencionales. Se emparejaron pacientes que desarrollaron
reapariciones de cancer con aquellos que no las desarrollaron con respecto al estadio y el grado tumoral. Se
descubrio el ratio simple H:l era adecuada para predecir la reaparicion del cancer en pacientes con cancer de mama
con receptor estrogénico positivo (RE+) que recibian terapia adyuvante con tamoxifeno. Los estudios posteriores
(Ma XJ, Hilsenbeck SG, Wang W, et al J Clin Oncol 24:4611-9, 2006; Goetz MP, Suman VJ, Ingle JN, et al Clin
Cancer Res 12:2080-7, 2006; Jerevall PL, Brommesson S, Strand C, et al Breast Cancer Res Treat, 2007; y Jansen
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MP, Sieuwerts AM, Look MP, et al J Clin Oncol 25:662-8, 2007) han demostrado, adicionalmente, que el ratio es
tanto de prondstico, tal como por ser un indicador de la agresividad tumoral, como predictiva del beneficio del
tamoxifeno (es decir, la respuesta/resistencia al tamoxifeno) en ensayos clinicos tanto retrospectivos como
aleatorios.

Cuando tanto el IGM de 5 genes divulgados como el ratio H:l se analizaron utilizando la transcripcién inversa-
reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) en tiempo real, se descubrié que la combinacién proporciona una
estratificacion superior del riesgo de reaparicion que la que es posible mediante cualquiera de ellos solo. Esto refleja
un descubrimiento inesperado porque indica que el ratio H:l es independiente del grado tumoral. Como tal, la
combinacién de los dos indices mejora el diagnéstico del cancer y permite una determinacién mas precisa de su
pronéstico mediante el analisis de forma eficiente de parametros independientes pertinentes para el cancer.

En realizaciones alternativas, la expresion del uno o mas de los genes en la firma de 5 genes divulgada puede
utilizarse en combinacion con otros genes u otro indice molecular para el pronéstico del cancer. Los ejemplos no
limitantes incluyen el indice de grado genémico (IGG) basado en 97 genes asociados al grado tumoral (Sotiriou et al,
citado anteriormente) y los subconjuntos de genes dentro de esos 97 genes; la firma de 70 genes MammaPrint (van
't Veer et al., citado anteriormente) y los subconjuntos de genes dentro de esos 70 genes; el algoritmo del indice de
recurrencia de 21 genes OncotypeDX (Paik et al, citado anteriormente) y los subconjuntos de genes dentro de esos
21 genes; y el ensayo de 76 genes Veridex (Wang et al Lancet, 365(9460):671-679, 2005) y los subconjuntos de
genes dentro de esos 76 genes. En otros casos, la expresion de uno o mas de la firma de grado tumoral de 5 genes
divulgada puede utilizarse en combinacion con el nivel o niveles de expresion de uno o mas genes expresados en
correlacion con un fenotipo de proliferacion. En algunos casos, los genes expresados en correlacion con un fenotipo
de proliferacion estan dentro de los conjuntos de 97, 70, 21 y 76 genes como se han descrito anteriormente. Son
ejemplos no limitantes de los genes expresados en correlacion con un fenotipo de proliferacion Ki-67, STK15,
Survivina, Ciclina B1 y MYBL2. De este modo el nivel o niveles de expresion de uno, dos, tres o cuatro cualesquiera
de los cinco genes del IGM pueden utilizarse con otros genes u otro indice molecular para el pronéstico del cancer o
como un factor predictivo del resultado clinico. Por supuesto, los niveles de expresién de los cinco genes, como un
IGM, también pueden utilizarse en combinacién con genes adicionales u otro indice como se ha descrito
anteriormente y a continuacion en el presente documento. Adicionalmente, una combinacién de niveles de expresion
de uno, algunos o todos los genes del IGM con genes adicionales también puede combinarse adicionalmente con el
ratio H:l como se ha descrito anteriormente y a continuacion en el presente documento como un factor de prondéstico
o un factor predictivo del resultado clinico.

De este modo, las realizaciones de la invencion incluyen métodos que someten a ensayo la expresién de uno,
algunos o todos los genes del IGM, opcionalmente con uno 0 mas genes adicionales como se ha descrito
anteriormente y opcionalmente en combinacion con el ratio H:l, como un factor de prondéstico o un factor predictivo
del resultado del tratamiento. Un método de ensayo de este tipo puede utilizarse para estratificar los sujetos RE+ por
su valor de prondstico y su valor predictivo. Como prondéstico, la estratificacion puede basarse en los niveles de
expresion diferenciales que se correlacionan con, y de este modo indican, la agresividad tumoral como ejemplo no
limitante. Como factor predictivo, la estratificacion puede basarse en los niveles de expresion diferenciales que se
correlacionan con, y de este modo indican, el grado de respuesta (o sensibilidad) y/o la falta de respuesta (o
resistencia) a la quimioterapia, que también puede considerarse como un factor predictivo del beneficio de la
quimioterapia. Como ejemplo no limitante, la estratificacion (basada en los niveles de expresion) puede utilizarse
para predecir la resistencia endocrina (tal como la resistencia al tamoxifeno como ejemplo no limitante) y/o la
prediccion de los beneficios de los inhibidores que se dirigen a canceres de mama endocrino resistentes. Los
ejemplos no limitantes de dichos inhibidores incluyen los que se dirigen a mTOR (diana en mamiferos de la
rapamicina, una serina/treonina proteina cinasa), PI3K (fosfoinositido 3-cinasa), una serina/treonina proteina cinasa
de la familia AKT (cuyos miembros incluyen Aktl, Akt2 y Akt3 en los seres humanos) y/o EGFR (receptor del factor
de crecimiento epidérmico; HER1 en los seres humanos). La deteccion de la expresion génica puede ser, por
supuesto, en cualquier muestra adecuada que contenga células como se describe en el presente documento.

En realizaciones alternativas adicionales de la divulgacion, el ratio H:l independiente del grado tumoral puede
utilizarse en combinacion con un indice molecular diferente para el pronéstico del cancer (en lugar de uno, algunos o
todos los genes del IGM). Los ejemplos no limitantes de dichos indices incluyen el indice de grado genémico (IGG)
basado en 97 genes asociados al grado tumoral (Sotiriou et al, citado anteriormente) y los subconjuntos de genes
dentro de esos 97 genes; la firma de 70 genes MammaPrint (van 't Veer et al., citado anteriormente) y los
subconjuntos de genes dentro de esos 70 genes; el algoritmo del indice de recurrencia de 21 genes OncotypeDX
(Paik et al, citado anteriormente) y los subconjuntos de genes dentro de esos 21 genes; y el ensayo de 76 genes
Veridex (Wang et al Lancet, 365(9460):671-679, 2005) y los subconjuntos de genes dentro de esos 76 genes. En
otros casos, puede utilizarse el ratio H:l en combinacion con el nivel o niveles de expresion de uno o mas genes
expresados en correlacion con un fenotipo de proliferacion. En algunos casos, los genes expresados en correlacion
con un fenotipo de proliferacion estan dentro de los conjuntos de 97, 70, 21 y 76 genes como se han descrito
anteriormente. Son ejemplos no limitantes de los genes expresados en correlacion con un fenotipo de proliferacién
Ki-67, STK15, Survivina, Ciclina B1 y MYBL2.

De este modo, en algunas realizaciones, la invencion incluye someter a ensayo la expresion del ratio H:l en
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combinacién con el nivel o niveles de expresion de uno o mas genes, tales como uno o mas seleccionados entre Ki-
67, STK15, Survivina, Ciclina B1 y MYBL2. El método de ensayo puede utilizarse para estratificar los sujetos RE+
por su valor de pronéstico y su valor predictivo. Como prondstico, la estratificacion puede basarse en los niveles de
expresion diferenciales que se correlacionan con, y de este modo indican, la agresividad tumoral como ejemplo no
limitante. Como factor predictivo, la estratificacion puede basarse en los niveles de expresion diferenciales que se
correlacionan con, y de este modo indican, el grado de respuesta (o sensibilidad) y/o la falta de respuesta (o
resistencia) a la quimioterapia, que también puede considerarse como un factor predictivo del beneficio de la
quimioterapia. Como ejemplo no limitante, la estratificacion (basada en los niveles de expresion) puede utilizarse
para predecir la resistencia endocrina y/o la prediccién de los beneficios de los inhibidores que se dirigen a canceres
de mama endocrinos resistentes. Los ejemplos no limitantes de dichos inhibidores incluyen los que se dirigen a
mTOR (diana en mamiferos de la rapamicina, una serina/treonina proteina cinasa), PI3K (fosfoinositido 3-cinasa),
una serina/treonina proteina cinasa de la familia AKT (cuyos miembros incluyen Aktl, Akt2 y Akt3 en los seres
humanos) y/o EGFR (receptor del factor de crecimiento epidérmico; HER1 en los seres humanos). La deteccion de
la expresién génica puede ser, por supuesto, en cualquier muestra adecuada que contenga células como se
describe en el presente documento.

En un aspecto adicional, la expresién de uno o mas genes seleccionados entre Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1y
RRM2 puede utilizarse como un factor de prondstico o un factor predictivo del resultado clinico o para determinar el
grado tumoral en un sujeto con una enfermedad mamaria benigna, tal como un sujeto al que se le diagnosticaria una
enfermedad mamaria benigna en ausencia de la presente invencion. El papel importante de la enfermedad mamaria
benigna se analiza por Hartmann et al. (N. Engl. J. Med. 2005, 353:3). Los ejemplos no limitantes de enfermedad
mamaria benigna incluyen los hallazgos histolégicos de lesiones no proliferativas, lesiones proliferativas sin atipia e
hiperplasia atipica.

Dada la observacion de que el cancer de mama se produce después de un diagnéstico de enfermedad mamaria
benigna, se ha especulado que los precursores de cancer de mama estan presentes en algunos casos de
enfermedad mamaria benigna, tales como los que implican lesiones con atipia o hiperplasia atipica. De este modo,
la presente invencion incluye un método para determinar el grado tumoral en una célula mamaria de un sujeto, tal
como una célula de una muestra histologica utilizada para diagnosticar una enfermedad mamaria benigna. El
método puede comprender someter a ensayo una muestra de células mamarias de un sujeto para determinar los
niveles de expresion de Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2, en el que dichos niveles de expresion se
correlacionan con un tumor de grado | o grado Ill o incluso un tumor de grado intermedio. Como alternativa, el
método puede comprender someter a ensayo cualquier subconjunto de estos cinco genes, hasta solo uno cualquiera
de los genes, para determinar la posible presencia de células tumorales de grado |, de grado Il o de un grado
intermedio. En algunas realizaciones, las células son de la muestra utilizada para diagnosticar la presencia de
lesiones con atipia o hiperplasia atipica.

Por supuesto, la invencion incluye adicionalmente el uso del IGM y del ratio H:l en una muestra de un sujeto con una
enfermedad mamaria benigna para determinar si el sujeto esta en riesgo de desarrollo posterior de cancer de mama.
Como alternativa, la invencion prevé el uso de solamente el ratio H:l con una muestra de este tipo para determinar el
riesgo de desarrollo de cancer de mama.

En un aspecto adicional, puede utilizarse la expresion de uno o mas genes seleccionados entre Bub1B, CENPA,
NEK2, RACGAP1 y RRM2 como un factor de pronéstico o un factor predictivo del resultado clinico o para determinar
el grado tumoral en un sujeto con carcinoma ductal in situ (0o CDIS). Por tanto, la presente invencién incluye un
método para determinar el grado tumoral en una célula mamaria de un sujeto que padece, o se sospecha que tiene,
CDIS. La célula puede ser una de una muestra histolégica utilizada para diagnosticar el CDIS en el sujeto. El método
puede comprender someter a ensayo una muestra de células de cancer de mama de un sujeto para determinar los
niveles de expresion de BublB, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2, en el que dichos niveles de expresion se
utilizan como un factor de pronéstico o un factor predictivo del resultado clinico o se correlacionan con un tumor de
grado | o de grado Ill o incluso un tumor de grado intermedio. Como alternativa, el método puede comprender
someter a ensayo cualquier subconjunto de estos cinco genes, hasta solo uno cualquiera de los genes, como un
factor de prondstico o un factor predictivo del resultado clinico o para determinar la posible presencia de células
tumorales de grado |, de grado Il o de un grado intermedio.

En otro aspecto, la invencién incluye composiciones y métodos para detectar la expresion de uno o mas genes
seleccionados entre Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2 para su uso como un prondstico de la reaparicion
local de cancer en el CDIS. En algunas realizaciones, un método basado en los niveles de expresion se utiliza
ventajosamente en una muestra que contiene células de cancer de mama de un sujeto con CDIS. Como ejemplo no
limitante, la célula puede ser una de una muestra histoldgica preoperatoria utilizada para diagnosticar el cancer en el
sujeto. Para un sujeto de este tipo, el tratamiento de referencia es la cirugia, prefiriéndose la cirugia conservadora de
la mama a una mastectomia radical, para retirar el CDIS. Esto con frecuencia va seguido de radioterapia
postoperatoria, opcionalmente con terapia endocrina, tal como el tratamiento con tamoxifeno, un modulador selectivo
del receptor estrogénico (SERM, por sus siglas en inglés), un regulador negativo selectivo del receptor estrogénico
(SERD, por sus siglas en inglés) o un inhibidor de la aromatasa (Al, por sus siglas en inglés) y/o con quimioterapia.
Pero este protocolo para abordar la posibilidad de reaparicion del cancer conduce a un exceso de tratamiento en
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muchos sujetos que no van a experimentar reaparicion del cancer y al fracaso, en los casos de reaparicion del
cancer.

Por tanto, la invencion incluye la deteccion de la expresion de los cinco de estos genes donde la alta expresion del
IGM es un indicador del aumento de la probabilidad de reaparicion local del cancer en el sujeto debido a un fallo de
la cirugia conservadora de la mama y la radioterapia y/o terapia endocrina o quimioterapia posteriores. En otras
realizaciones, un método de este tipo utiliza la deteccién del ratio H:I como indicador sustituto de la alta expresion
del IGM. Por supuesto, la invencién incluye un método que combina la deteccion del IGM alto y el ratio H:I como
indicadores del aumento de la probabilidad de reaparicién local del cancer después del tratamiento para el CDIS.
Como alternativa, el método puede comprender someter a ensayo cualquier subconjunto de estos cinco genes del
IGM, hasta solo uno cualquiera de los genes, opcionalmente en combinacion con el ratio H:l, como indicadores del
aumento de la probabilidad de reaparicion local del cancer después del tratamiento para el CDIS.

Los métodos pueden incluir adicionalmente la identificacion del sujeto como que tiene probabilidades, o no tiene
probabilidades, de experimentar la reaparicion local del cancer y, opcionalmente, pueden incluir adicionalmente el
ajuste de las modalidades de tratamiento para el sujeto para abordar el resultado esperado. Como ejemplo no
limitante, la determinacién de una baja probabilidad de reaparicién puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o
para seleccionar, la cirugia conservadora de la mama, opcionalmente con una reduccion de las terapias
postoperatorias, tal como la omisién de radiacién y/o la omision de tratamiento endocrino o quimioterapia. Como otro
ejemplo no limitante, la determinacién de una alta probabilidad de reaparicion puede utilizarse para confirmar la
idoneidad de, o para seleccionar, la mastectomia radical con inclusiéon de terapias postoperatorias, tales como la
radiacion y/o la terapia endocrina o la quimioterapia.

En un aspecto adicional mas, la invencién incluye el uso de uno 0 méas genes seleccionados entre Bub1B, CENPA,
NEK2, RACGAP1 y RRM2 (o los cinco genes) como un factor de pronostico o un factor predictivo del resultado
clinico o para determinar el grado tumoral en un sujeto que esta en evaluacién basado en el consenso de expertos
de St. Gallen de 2005 sobre el tratamiento primario del cancer de mama temprano (véase Goldhirsch et al. Ann.
Oncol. 2005, 16:1569-1583). Por tanto, la presente invencion incluye un método para evaluar la expresion de uno,
algunos o todos los genes del IGM en una célula mamaria de un sujeto como parte del diagnéstico diferencial y la
seleccion de la terapia basada en el consenso de expertos. Los ejemplos no limitantes de partes del consenso que
pueden utilizarse con los métodos divulgados incluyen el algoritmo para la seleccién de la terapia sistémica
adyuvante para el cancer de mama temprano; el grado de respuesta o la falta de respuesta a la terapia endocrina o
el grado incierto de respuesta endocrina; y el estado ganglionar. Por supuesto, también se prevé la inclusion de uno
0 mas aspectos de la invencién en el consenso como un todo. En otras realizaciones, los métodos divulgados de
creacion de perfiles de expresion génica molecular se utilizan para confirmar las clasificaciones de grupos de bajo y
alto riesgo, asi como resolver incluir al menos algunos sujetos de la categoria de riesgo intermedio en los grupos de
riesgo bajo o alto.

En algunos casos, los métodos divulgados pueden utilizarse para seleccionar o eliminar terapias para las mujeres
premenopausicas o0 para las mujeres posmenopausicas, con diagnéstico de cancer. Las mujeres premenopausicas
incluyen aquellas que tienen menos de aproximadamente 35 afios de edad. En estos sujetos, la alta expresion del
IGM es un indicador de reaparicion del cancer. De este modo, la invencion incluye el uso del nivel o niveles de
expresion de uno o mas genes seleccionados entre Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2 como prondstico de
reaparicion del cancer de mama, tal como en los casos de CDIS, en un sujeto premenopausico. Opcionalmente, el
ratio H:l también se somete a ensayo y se utiliza como una combinacion con el gen o genes del IGM. El método
puede incluir someter a ensayo una muestra que contiene célula de cancer de mama de un sujeto para determinar la
expresion de estos genes. Como ejemplo no limitante, la célula puede ser una de una muestra histolégica
preoperatoria utilizada para diagnosticar el cancer en el sujeto. En otros casos, el método incluye el uso de la
expresion de los cinco de estos genes como una realizacion, donde la alta expresion del IGM es un indicador del
aumento de la probabilidad de reaparicion del cancer en el sujeto premenopausico.

Los métodos pueden incluir la identificacion del sujeto premenopausico como que tiene probabilidades, o no tiene
probabilidades, de experimentar la reaparicion local del cancer y, opcionalmente, pueden incluir adicionalmente el
ajuste de las modalidades de tratamiento para el sujeto para abordar el resultado esperado. Como ejemplo no
limitante, la determinacion de una baja probabilidad de reaparicion puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o
para seleccionar, la cirugia conservadora de la mama, opcionalmente con una reduccion de las terapias
postoperatorias, tal como la omisién de radiacién y/o la omision de tratamiento endocrino o quimioterapia. Como otro
ejemplo no limitante, la determinacién de una alta probabilidad de reaparicion puede utilizarse para confirmar la
idoneidad de, o para seleccionar, la mastectomia radical con inclusién de terapias postoperatorias, tales como la
radiacion y/o la terapia endocrina o la quimioterapia.

En otros casos, los métodos pueden utilizarse para ayudar en la seleccién del tratamiento, tal como entre la terapia
endocrina, la quimioterapia, la radioterapia o una combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, la invencién
incluye composiciones y métodos para determinar los niveles de expresién de uno o mas de los cinco genes del
IGM, o de los cinco, como un factor predictivo de la eficacia de la terapia endocrina. En algunos casos, el factor
predictivo puede ser del grado de respuesta o de la falta de respuesta a un SERM, tal como tamoxifeno, o0 a un
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SERD. Esto incluye los casos en los que el ensayo de una muestra que contiene células de cancer de mama de un
sujeto revela un alto IGM, lo que indica la probabilidad de falta de respuesta al tamoxifeno. En otros casos, el factor
predictivo puede ser de la eficacia de una forma de terapia endocrina sobre otra. Esto incluye un método que
determina los niveles de expresion de uno, algunos o todos los genes del IGM como un indicador de un mayor grado
de respuesta a un inhibidor de la aromatasa (Al) en comparacion con el tamoxifeno u otro SERM o un SERD. El
método puede incluir la identificacion de un alto IGM en la expresién de uno o los cinco genes, lo que indica una
probabilidad de un mayor grado de respuesta a un Al por encima del tamoxifeno. Los ejemplos no limitantes de un
Al incluyen los inhibidores no esteroideos tales como letrozol y anastrozol y los inhibidores esteroideos irreversibles
tales como exemestano.

En mas casos adicionales, la invencion incluye composiciones y métodos para el uso de los niveles de expresion de
uno o mas de los cinco genes del IGM, o de los cinco, como un factor predictivo del resultado del tratamiento con
guimioterapia. Opcionalmente, el ratio H:l también se somete a ensayo y se utiliza como una combinacion con el gen
o genes del IGM. El nivel o niveles de expresion de los genes pueden, de este modo, utilizarse para predecir la
quimio-sensibilidad, tal como al paclitaxel/FAC (paclitaxel seguido de 5-fluorouracilo, doxorrubicina y ciclofosfamida)
0 al taxol o a la terapia con antraciclina, como ejemplos no limitantes. Por tanto, la invencién incluye la deteccion de
la expresion de los cinco de estos genes, en la que la alta expresion del IGM es un indicador de una mayor
probabilidad de una respuesta completa patoldgica (RCp) a la quimioterapia, tal como el tratamiento postoperatorio
(intervencién postquirdrgica) con paclitaxel/FAC como ejemplo no limitante. Como ejemplo no limitante, la deteccion
puede ser de la expresion en una célula de cancer de una muestra que contiene células preoperatorias utilizada
para diagnosticar el cancer en el sujeto. Como alternativa, el método puede comprender someter a ensayo cualquier
subconjunto de estos cinco genes del IGM, hasta solo uno cualquiera de los genes, como factores predictivos de
sensibilidad o resistencia a la quimioterapia.

El método puede incluir adicionalmente la identificacion del sujeto como que tiene probabilidades, o no tiene
probabilidades, de experimentar la RCp y, opcionalmente, puede incluir adicionalmente el ajuste de las modalidades
de tratamiento para el sujeto para abordar el resultado esperado. Como ejemplo no limitante, la determinacion de
una baja probabilidad de RCp puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o para seleccionar, el tratamiento con
guimioterapia, tal como paclitaxel/FAC. Como otro ejemplo no limitante, la determinacion de una alta probabilidad de
RCp puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o para seleccionar, la omisiéon de quimioterapia, tal como la
omisién de paclitaxel/FAC, en favor de otras modalidades de tratamiento, tales como la mastectomia radical con
inclusion de terapias postoperatorias, tales como la radiacion.

La invencion incluye adicionalmente composiciones y métodos para el uso de los niveles de expresion de uno o mas
de los cinco genes del IGM, o de los cinco, como un factor predictivo del grado de respuesta de un cancer
(sensibilidad) al tratamiento con radiacion. Opcionalmente, el ratio H:I también se somete a ensayo y se utiliza como
una combinacion con el gen o genes del IGM. La alta expresién de IGM puede utilizarse, de este modo, para
predecir si un paciente de cancer de mama sera sensible a un tratamiento con radiacion, tal como una intervencion
postquirdrgica. Por tanto, la invencion incluye la deteccion de la expresion de los cinco de estos genes, en la que la
alta expresioén del IGM es un indicador de la sensibilidad postoperatoria al tratamiento con radiacién. Como ejemplo
no limitante, la célula de cancer puede ser una de una muestra histoldgica preoperatoria utilizada para diagnosticar
el cancer en el sujeto. Como alternativa, el método puede comprender el ensayo de cualquier subconjunto de los
cinco genes del IGM, hasta solo uno cualquiera de los genes, como factores predictivos de sensibilidad o resistencia
a la quimioterapia.

El método puede incluir adicionalmente la identificacion del sujeto como que tiene probabilidades, o no tiene
probabilidades, de ser sensible a la radioterapia después de la intervencion quirdrgica, y, opcionalmente puede
incluir adicionalmente el ajuste de las modalidades de tratamiento para el sujeto para abordar el resultado esperado.
Como ejemplo no limitante, la determinacion de una probabilidad de respuesta (sensibilidad) a la radiacién
postquirdrgica puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o para seleccionar, la radioterapia. Como otro
ejemplo no limitante, la determinacion de una baja probabilidad de respuesta (sensibilidad) a la radiacion
postquirdrgica puede utilizarse para confirmar la idoneidad de, o para seleccionar, la omision de la radioterapia,
opcionalmente en favor de la quimioterapia.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1, parte A, ilustra la combinacion del patron de expresion de 5 genes en un solo indice (indice de grado
molecular o IGM) a través de un analisis de componentes principales sin supervision. El IGM se correlaciona
fuertemente con el grado tumoral. La Figura 1, parte B, ilustra una agrupacion basada en un modelo del IGM en todo
el conjunto de datos, dando como resultado una distribucién bimodal, con un punto de corte natural de
aproximadamente 0. Este punto de corte clasificd correctamente la mayoria de los tumores de grado 1 y de grado 3
(precision global del 89 %) y estratifico los tumores de grado 2 en dos grupos (el 59 % y el 41 % en el grupo del IGM
bajo y alto, respectivamente). Los datos de probabilidad de supervivencia a lo largo de 12 afios de los sujetos con
tumores de grado 2 se representaron sobre la base de los valores de IGM <0y 2 0 en la parte C de la Figura 1 para
ilustrar la capacidad de pronéstico del IGM.
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La Figura 2 muestra una comparaciéon del IGM y el IGG para la correlacion con el grado tumoral y el resultado
clinico. Las Partes A a C, ilustran una comparacion del patrén de expresién de 5 genes con el IGG en la cohorte
de Uppsala, mientras que las partes D a F corresponden a la cohorte de Estocolmo. Las Partes Ay D son un
andlisis de la curva de caracteristica operativa del receptor (ROC, por sus siglas en inglés) del IGM y el IGG para
los discriminar los tumores de grado 1 y los de grado 3. Las partes B a F muestran las curvas de supervivencia
de Kaplan-Meier que muestran la probabilidad de muerte especificamente por cancer de mama de acuerdo con
el estado del IGM o el IGG (alto frente a bajo).

La Figura 3 muestra las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier de acuerdo con la firma de pronostico de 76
genes o IGM en la cohorte TRANSBIG. Las Partes A y B son para todos los pacientes. Las partes C y D
corresponden al grado tumoral RE+ subgrupo 1 o 2.

La Figura 4 muestra el IGM determinado mediante el ensayo de RT-PCR TagMan™ en la cohorte MGH. La Parte
A ilustra la correlacion del IGM con el grado tumoral. Las partes B a D muestran los analisis de Kaplan-Meier de
supervivencia sin metastasis a distancia de acuerdo con el IGM utilizando todos los pacientes (parte B), los con
ganglios linfaticos negativos (parte C) o los pacientes con ganglios linfaticos positivos (Parte D).

La Figura 5 muestra los analisis de Kaplan-Meier de supervivencia sin metastasis a distancia de acuerdo con el
IGM (parte A), el ratio H:I (parte B) o los tres grupos (riesgo bajo, intermedio y alto) generados por el peinado con
el IGM y el ratio H:I (parte C) en la cohorte MGH, o los mismos tres grupos de riesgo en la cohorte de Oxford
(parte D). La Figura 5E ilustra la interaccion entre el IGM y el ratio H:l en la cohorte de la Tabla 1. Los pacientes
con nodos negativos tratados con terapia endocrina o con terapia endocrina + quimioterapia (n = 93) de la
cohorte se analizaron para determinar la interaccion entre el IGM y el ratio H:l. EI IGM era mas consistente en la
prediccion de la metastasis a distancia en pacientes con alta HoxB13:IL17BR vy, de forma similar, el ratio H:l era
mas consistente en pacientes con alto IGM.

La Figura 6 muestra la correlacion del ratio H:l y el IGM con la expresiéon de RE, RP y HER2 como se determiné
mediante RT-PCR en tiempo real en los pacientes con ganglios linfaticos negativos tratados con terapia
endocrina de la cohorte de la Tabla 1. Eje X, grupos definidos por el ratio H:l, el IGM o su combinacion. Eje Y,
nivel de expresion relativo de RE, RP o HER2 como se indica.

La Figura 7 ilustra la interaccion entre el IGM y el ratio H:l en la Gltima cohorte. De forma similar a la cohorte de la
Tabla 1, el IGM y el ratio H:l proporcionan informacién de prondstico adicional el uno al otro. Los tumores con
altos valores en ambos indices se asociaron a un prondstico mucho peor que aquellos con solo un indice alto.

La Figura 8 ilustra la aplicacion del IGM para identificar con mayor precision las poblaciones de riesgo intermedio
y bajo segun los protocolos de St. Gallen en poblaciones de riesgo alto, intermedio y bajo.

La Figura 9 ilustra un resultado hipotético de un valor de IGM de 2,1 y su correlacion con un riesgo del 19 % de
reaparicion del cancer a los 5 afios.

La Figura 10 muestra los analisis de curvas de Kaplan-Meier de la estratificacion de los pacientes mediante el
IGM de acuerdo con el tratamiento clinico o la falta del mismo. El panel A muestra los resultados con pacientes
gue no recibieron ningln tratamiento sistémico. El panel B muestra los resultados con pacientes que solo
recibieron la terapia endocrina. RR = relacion de riesgo a partir del analisis de regresion de Cox univariante y los
valores de p son de un ensayo del orden logaritmico.

La Figura 11 muestra la capacidad predictiva del IGM para determinar la sensibilidad a la quimioterapia.

La Figura 12 muestra los analisis de curvas de Kaplan-Meier de la estratificacion de los pacientes mediante el
IGM de acuerdo con el estado pre o postmenopausico. El panel A muestra los resultados con mujeres
postmenopausicas (edad = 50). El panel B muestra los resultados con mujeres premenopausicas (edad < 50).
RR = relacion de riesgo a partir del andlisis de regresion de Cox univariante y los valores de p son de un ensayo
del orden logaritmico.

Descripcion detallada de los modos de poner en practica la invencion

Definiciones de los términos como se utilizan en el presente documento:
Un "patron” o "perfil" o "firma" de expresion génica se refiere a la expresion relativa de uno o0 mas genes entre
dos o mas resultados clinicos, resultados de cancer, reaparicion del cancer y/o resultados de supervivencia, que
se correlaciona con la capacidad de distinguir entre dichos resultados. En algunos casos, el resultado es el de

cancer de mama.

Un "gen" es un polinucledtido que codifica un producto aislado, ya sea de naturaleza ARN o proteinica. Se aprecia
que mas de un polinucleétido puede ser capaz de codificar un producto aislado. El término incluye los alelos y los
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polimorfismos de un gen que codifican el mismo producto o un analogo del mismo funcionalmente asociado
(incluyendo la ganancia, la pérdida o la modulacion de la funcion), sobre la base de la localizacion cromosémica y la
capacidad de recombinarse durante la mitosis normal.

Los términos "correlacionar" o "correlacion" o equivalentes de los mismos se refieren a una asociacion entre la
expresion de uno o mas genes y un estado fisiolégico de una célula a la exclusiéon de uno o méas estados distintos
como se identifica por el uso de los métodos como se describen en el presente documento. Un gen puede
expresarse en un nivel superior o inferior y todavia correlacionarse con uno o mas estados o resultados del cancer.

Un "polinucledtido” es una forma polimérica de nucleétidos de cualquier longitud, ya sean ribonucle6tidos o
desoxirribonucledtidos. Este término se refiere solo a la estructura primaria de la molécula. Por tanto, este término
incluye ADN y ARN bicatenarios y monocatenarios. También incluye tipos conocidos de modificaciones, incluyendo
marcadores conocidos en la técnica, metilacién, "caperuzas”, sustitucion de uno o mas de los nucleétidos naturales
por un analogo y modificaciones internucleotidicas tales como enlaces no cargados (por ejemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), asi como formas no modificadas del polinucleotido.

El término "amplificar" se utiliza en sentido amplio para significar que la creacién de un producto de amplificacion
puede hacerse enzimaticamente con ADN o ARN polimerasas. "Amplificaciéon”, como se utiliza en el presente
documento, se refiere en general al proceso de produccién de multiples copias de una secuencia deseada, en
particular las de una muestra. "Mdltiples copias" significa al menos 2 copias. Una "copia" no significa necesariamente
complementariedad de secuencia perfecta o identidad a la secuencia de la plantilla.

Por correspondiente se entiende que una molécula de acido nucleico comparte una cantidad sustancial de identidad
de secuencia con otra molécula de acido nucleico. Cantidad sustancial significa al menos el 95 %, habitualmente al
menos el 98 % y mas habitualmente al menos el 99 %, y la identidad de secuencia se determina utilizando el
algoritmo BLAST, como se describe en Altschul et al. (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410 (utilizando los ajustes
predeterminados publicados, es decir, los parametros w = 4, t = 17). Los métodos para la amplificacion de ARNm se
conocen en general en la técnica e incluyen la PCR de transcripcion inversa (RT-PCR) y los descritos en la Solicitud
de Patente de los EE.UU. 10/062.857 (presentada el 25 de octubre de 2001), asi como en las Solicitudes de Patente
Provisional de los EE.UU. 60/298.847 (presentada el 15 de junio de 2001) y 60/257.801 (presentada el 22 de
diciembre de 2000). Otro método que puede utilizarse es la PCR cuantitativa (0 Q-PCR). Como alternativa, el ARN
puede marcarse directamente como el ADNc correspondiente mediante métodos conocidos en la técnica.

Una "micromatriz" es una matriz lineal o bidimensional de regiones preferentemente aisladas, cada una con un area
definida, formada sobre la superficie de un soporte sélido tal como, pero no limitado a, vidrio, plastico o membrana
sintética. La densidad de las regiones aisladas en una micromatriz se determina por el nimero total de
polinucleétidos inmovilizados que se han de detectar en la superficie de un Unico soporte de fase solida,
preferentemente al menos aproximadamente 50/cm?®, mas preferentemente al menos aproximadamente 100/cm?,
incluso mas preferentemente al menos aproximadamente 500/cm?, pero preferentemente por debajo de
aproximadamente 1.000/cm®.  Preferentemente, las matrices contienen menos de aproximadamente 500,
aproximadamente 1000, aproximadamente 1500, aproximadamente 2000, aproximadamente 2500 o
aproximadamente 3000 polinucledtidos inmovilizados en total. Como se utiliza en el presente documento, una
micromatriz de ADN es una matriz de oligonucleétidos o polinucle6tidos colocada sobre un chip u otras superficies
utilizadas para hibridarse con los polinucleétidos amplificados o clonados de una muestra. Puesto que se conoce la
posicion de cada grupo particular de cebadores en la matriz, las identidades de una muestra de polinucleétidos
pueden determinarse sobre la base de su unién a una posicion particular en la micromatriz.

Debido a que la invenciéon se basa en la identificacion de genes que se sobre- o infraexpresan, una realizacion de la
invencién implica determinar la expresion mediante la hibridacién de ARNm, o una versién amplificada o clonada del
mismo, de una célula de muestra con un polinucleétido que es Unico para una secuencia génica particular. Los
polinucleétidos preferidos de este tipo contienen al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 22, al
menos aproximadamente 24, al menos aproximadamente 26, al menos aproximadamente 28, al menos
aproximadamente 30 o al menos aproximadamente 32 pares de bases consecutivas de una secuencia génica que
no se encuentran en otras secuencias génicas. El término "aproximadamente" como se ha utilizado en la frase
anterior se refiere a un aumento o disminucion del 1 desde el valor numérico indicado. Incluso se prefieren mas los
polinucleétidos de al menos o aproximadamente 50, al menos o aproximadamente 100, al menos o
aproximadamente 150, al menos o aproximadamente 200, al menos o aproximadamente 250, al menos o
aproximadamente 300, al menos o aproximadamente 350 o al menos o aproximadamente 400 pares de bases de
una secuencia génica que no se encuentran en otras secuencias génicas. El término "aproximadamente" como se
ha utilizado en la frase anterior se refiere a un aumento o disminucion del 10 % del valor numérico indicado. Dichos
polinucleétidos también pueden denominarse sondas polinucleotidicas que son capaces de hibridarse con
secuencias de los genes, o partes Unicas de los mismos, descritas en el presente documento. Preferentemente, las
secuencias son las del ARNm codificado por los genes, el ADNc correspondiente a dichos ARNm, y/o versiones
amplificadas de dichas secuencias. En realizaciones preferidas de la divulgacion, las sondas polinucleotidicas se
inmovilizan sobre una matriz, otros dispositivos, o en puntos individuales que localizan las sondas.
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En otra realizaciéon de la invencién, la totalidad o parte de una secuencia desvelada puede amplificarse y detectarse
por métodos tales como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y variaciones de la misma, tales como, pero
no limitadas a, la PCR cuantitativa (Q-PCR), la PCR de transcripcién inversa (RT-PCR) y la PCR en tiempo real,
opcionalmente RT-PCR en tiempo real. Dichos métodos serian utilizar uno o dos cebadores que son
complementarios a porciones de una secuencia desvelada, donde los cebadores se utilizan para la sintesis de acido
nucleico cebado. Los acidos nucleicos recién sintetizados estan opcionalmente marcados y pueden detectarse
directamente o mediante hibridacién con un polinucleétido de la invencién. Los acidos nucleicos recién sintetizados
pueden ponerse en contacto con polinucleétidos (que contienen secuencias) de la invencién en condiciones que
permitan su hibridacion.

Como alternativa, y en otra realizacion de la invencion, la expresion génica puede determinarse mediante el analisis
de la proteina expresada en una muestra celular de interés mediante el uso de uno o mas anticuerpos especificos
para uno o mas epitopos de los productos génicos individuales (proteinas) en dicha muestra celular. Dichos
anticuerpos se marcan preferentemente para permitir su deteccion facil después de la unidn al producto génico.

El término "marcador" se refiere a una composicion capaz de producir una sefial detectable indicativa de la
presencia de la molécula marcada. Los marcadores adecuados incluyen radiois6topos, croméforos nucleotidicos,
enzimas, sustratos, moléculas fluorescentes, restos quimioluminiscentes, particulas magnéticas, restos
bioluminiscentes y similares. Como tal, un marcador es cualquier composicién detectable por medios
espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos, inmunoquimicos, eléctricos, 6pticos o quimicos.

El término "soporte" se refiere a soportes convencionales tales como perlas, particulas, tiras reactivas, fibras, filtros,
membranas y soportes de silano o silicato tales como portaobjetos de vidrio.

Como se utiliza en el presente documento, una "muestra de tejido canceroso” o "muestra de células cancerosas" se
refieren a una célula que contiene la muestra de tejido aislado de un individuo que padece el cancer
correspondiente. La muestra puede ser de material retirado a través de un procedimiento quirirgico, tal como una
biopsia. Dichas muestras son aislados primarios (a diferencia de las células cultivadas) y pueden recogerse por
cualquier medio adecuado reconocido en la técnica. En algunas realizaciones, la "muestra” puede recogerse por un
método no invasivo, incluyendo, pero no limitado a, la abrasion o la aspiracion con aguja fina.

Una "muestra de tejido mamario” o "muestra de células mamarias" se refiere a una muestra de tejido mamario o
fluido aislado de un individuo que se sospecha que padece, o esta en riesgo de desarrollar, cancer de mama. Dichas
muestras son aislados primarios (a diferencia de las células cultivadas) y pueden recogerse por cualquier medio no
invasivo, incluyendo, pero no limitado a, el lavado ductal, la aspiracidon con aguja fina, la biopsia con aguja, los
dispositivos y métodos descritos en la Patente de los EE.UU. N.° 6.328.709 o cualquier otro medio adecuado
reconocido en la técnica. Como alternativa, la "muestra” puede recogerse por un método invasivo, incluyendo, pero
no limitado a, la biopsia quirdrgica.

"Expresion" y "expresién génica" incluyen la transcripcion y/o traduccion de material de acido nucleico. Por supuesto,
el término también puede limitarse, si asi se indica, para referirse Unicamente a la transcripcidon de acidos nucleicos.

Como se utiliza en el presente documento, la expresion "que comprende” y sus afines se utilizan en su sentido
inclusivo; es decir, equivalente a la expresién "que incluye" y sus correspondientes afines.

Las condiciones que "permiten” que se produzca un acontecimiento o las condiciones que son "adecuadas” para que
un acontecimiento se produzca, tal como la hibridacién, la extensién de la cadena y similares, o las condiciones
"adecuadas" son condiciones que no impiden que dichos acontecimientos se produzcan. Por tanto, estas
condiciones permiten, potencian, facilitan y/o propician el acontecimiento. Dichas condiciones, conocidas en la
técnica y descritas en el presente documento, dependen de, por ejemplo, la naturaleza de la secuencia nucleotidica,
la temperatura y la condiciones tamponantes. Estas condiciones también dependen de qué acontecimiento se
desea, tal como la hibridacién, la escision, la extensién o la transcripcion de la cadena.

La "mutacion” de la secuencia, como se utiliza en el presente documento, se refiere a cualquier alteracion de la
secuencia en la secuencia de un gen desvelado en el presente documento de interés en comparacion con una
secuencia de referencia. Una mutacion de secuencia incluye cambios de un Gnico nucleétido o alteraciones de mas
de un nucleétido en una secuencia, debido a mecanismos tales como la sustitucion, la deleciéon o la insercion. El
polimorfismo de nucle6tido Unico (PNU) también es una mutacién de secuencia como se utiliza en el presente
documento. Debido a que la presente invencién se basa en el nivel relativo de expresién génica, las mutaciones en
regiones no codificantes de genes como se desvelan en el presente documento también pueden ensayarse en la
practica de la invencion.

"Deteccion” incluye cualquier medio de deteccion, incluyendo la deteccion directa e indirecta de la expresion génica
y los cambios en la misma. Por ejemplo, pueden observarse "detectablemente menos" productos directamente o
indirectamente y el término indica cualquier reduccion (incluyendo la ausencia de sefial detectable). De forma
similar, "detectablemente mas" producto significa cualquier aumento, observado ya sea directamente o
indirectamente.
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Los aumentos y disminuciones en la expresion de las secuencias desveladas se definen en los siguientes términos
basados en los cambios porcentuales o en nimero de veces por encima de la expresion en las células normales.
Los aumentos pueden ser del 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 120, 140, 160, 180 o 200 % en relacién con los
niveles de expresion en las células normales. Como alternativa, los aumentos en nimero de veces pueden ser de 1,
15,2,25,38,35,4,45,5,55,6,6,5,7,7,5, 8,8,5,9, 9,50 10 veces por encima de los niveles de expresion en las
células normales. Las disminuciones pueden ser del 10, 20, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 82, 84, 86, 88, 90, 92,
94, 96, 98, 99 0 100 % en relacidn con los niveles de expresién en las células normales.

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende frecuentemente por un experto habitual en la técnica a la que pertenece
la presente invencion.

General

En la presente invencion, a través de enfoques basados tanto en los datos como en el conocimiento, una firma de
grado tumoral de 5 genes (IGM) se desarroll6 y se implementé en un ensayo de RT-PCR consistente. Una
caracteristica importante del IGM es que su calculo no implica una ponderacion compleja basada en el resultado
clinico. En cambio, es una correlacion molecular del grado tumoral y su capacidad de prondstico deriva de este
ultimo (denominado enfoque "ascendente”). La ventaja del IGM sobre el grado tumoral histolégico es doble. En
primer lugar, como el IGG, clasifica los tumores de grado 2 ya sea como similares al grado 1 o similares al grado 3,
eliminando la mayor parte de la ambigliedad de la clasificacion del tumor patolégico. En segundo lugar, y debido a
gue un ensayo basado en RT-PCR puede normalizarse en el laboratorio clinico, también elimina la subjetividad y la
variabilidad inter/intraobservador asociada a la clasificacién patoldgica.

Los resultados divulgados también muestran que la precision de prondstico del IGM puede aumentarse al considerar
también el ratio H:l y viceversa, lo que sefiala un algoritmo simple que estratifica a los pacientes en tres grupos de
riesgo. El IGM y el ratio H:l parecen representar dos médulos de pronostico distintos en el cancer de mama, como se
sefial6 por la observacién de que el ratio H:l, pero no el IGM, se asocia a la sefializacion estrogénica.

Mas alla de sus capacidades de pronostico, el IGM y el ratio H:I también son factores predictivos potenciales para el
beneficio terapéutico de la quimioterapia y la terapia endocrina, respectivamente. Un alto grado tumoral o indice
mitético predicen el beneficio de la quimioterapia en pacientes con cancer de mama con ganglios negativos. De
forma similar, se ha demostrado que el grupo de proliferacién de los genes en el algoritmo del indice de recurrencia
predice el beneficio de la quimioterapia en pacientes RE+ ganglios negativos. De hecho, un IGM alto predice la
respuesta patolégica completa en pacientes con cancer de mama RE+ tratados con paclitaxel preoperatorio seguido
de 5-fluorouracilo, doxorrubicina y ciclofosfamida.

Dos estudios recientes del ratio H:l han demostrado su potencial como un nuevo biomarcador del grado de
respuesta endocrina mas alla de los receptores de estrégeno y progesterona. En un estudio de cancer de mama
recurrente, una relacion H:l baja estaba fuertemente asociada a la respuesta a la terapia de primera linea con
tamoxifeno. De forma similar, en un analisis de muestras tumorales de un ensayo clinico aleatorizado prospectivo
comparando 2 afios frente a 5 afios de tratamiento con tamoxifeno, un bajo HoxB13 o una relacién H:l baja
predijeron significativamente el beneficio de la terapia prolongada con tamoxifeno. Estos resultados son coherentes
con la observacion de que el estrégeno regula negativamente el HoxB13 y regula positivamente la expresion de
IL17BR. Por tanto, en los tumores RE+, un HoxB13 o una relacién H:l altos pueden considerarse como un marcador
de sefializacion estrogénica disfuncional.

Los papeles dobles del IGM y el ratio H:l son especialmente relevantes en el contexto de las Ultimas directrices del
consenso de St. Gallen (2005) para la seleccién del tratamiento para el cancer de mama en estadio temprano. Las
directrices de St. Gallen clasifican a los pacientes con cancer de mama RE+ con ganglios negativos en grupos de
riesgo bajo e intermedio, perteneciendo la mayoria al segundo. Una decisidon importante es si mantener el
tratamiento con quimioterapia para algunos de los pacientes del grupo de riesgo intermedio, una cuestion abordada
por dos nuevos ensayos clinicos prospectivos. En la cohorte de la Tabla 1 descrita en el presente documento, la
aplicacién de las directrices de St. Gallen dio como resultado la clasificacién del 86 % de los pacientes en el grupo
de riesgo intermedio, que podrian volver a clasificarse como de bajo (43 %), intermedio (26 %) o alto (31 %) riesgo
utilizando el IGM y el ratio H:1.

La excelente probabilidad de supervivencia sin enfermedad de los pacientes de bajo riesgo sefiala que
potencialmente podria ahorrarseles la quimioterapia toxica sin comprometer su prondstico, mientras que deberian
afnadirse pautas de quimioterapia mas intensas o nuevos agentes terapéuticos al grupo de alto riesgo. Por tanto, la
estratificacion del riesgo basada en el IGM y el ratio H:l y sus respectivas capacidades predictivas podrian afiadirse
a las directrices existentes para equilibrar mejor la relacion riesgo-beneficio de las modalidades de tratamiento
actuales.

Por tanto, la presente invencién incluye un IGM validado como un potente factor de prondéstico en el cancer de
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mama RE+. Ademas, el IGM y el ratio H:l pueden combinarse para proporcionar informaciéon de prondéstico mas
precisa que cualquiera de ellos solo. La identificacion de un subgrupo de pacientes con muy mal resultado utilizando
estos dos biomarcadores facilita el disefio de ensayos clinicos para dirigirse a los canceres tanto con IGM alto como
relacion H:l alta.

IGM

Los genes divulgados como se expresa en correlacién con los grados tumorales particulares proporcionan la
capacidad de enfocar el andlisis de la expresion génica a solo aquellos genes que contribuyen a la capacidad de
identificar un sujeto como que tiene probabilidades de tener un prondstico particular, o un resultado clinico, con
respecto a otro. La expresion de otros genes en una célula cancerosa seria relativamente incapaz de proporcionar
informacién de interés y, por tanto, de ayudar en estas discriminaciones.

Para determinar los niveles de expresion de genes en la practica de la presente invencion, puede utilizarse cualquier
método conocido en la técnica. En algunas realizaciones, se utiliza la expresion basada en la detecciéon de ARN que
se hibrida con los genes identificados y divulgados en el presente documento. Esto se realiza facilmente mediante
cualquier método de deteccién o amplificacion + deteccién de ARN, conocido o reconocido como equivalente en la
técnica tal como, pero no limitado a, transcripcion inversa-PCR, los métodos divulgados en la solicitud de patente de
los EE.UU. N.° de serie 10/062.857 (presentada el 25 de octubre de 2001), asi como la solicitud de patente
provisional de los EE.UU. 60/298.847 (presentada el 15 de junio de 2001) y 60/257.801 (presentada el 22 de
diciembre de 2000) y métodos para detectar la presencia o ausencia de secuencias estabilizadoras o
desestabilizadoras del ARN.

Como alternativa, puede utilizarse la expresién basada en la deteccion del estado del ADN. La deteccion del ADN de
un gen identificado como metilado o eliminado puede utilizarse para genes que tienen una menor expresiéon. Esto
puede realizarse facilmente por métodos basados en la PCR conocidos en la técnica, incluyendo, pero no limitados
a, Q-PCR. Por el contrario, la deteccion del ADN de un gen identificado como amplificado puede utilizarse para los
genes que tienen una mayor expresion en correlacién con un resultado de cancer de mama particular. Esto puede
realizarse facilmente por métodos basados en la PCR, hibridacion in situ fluorescente (FISH) e hibridacion
cromosémica in situ (CISH) conocidos en la técnica.

También puede utilizarse la expresion basada en la deteccién de una presencia, aumento o disminucién de los
niveles o actividad de proteinas. La deteccion puede realizarse por cualquier método basado en la
inmunohistoquimica (IHC), basado en sangre (especialmente para proteinas secretadas), basado en anticuerpos
(incluyendo autoanticuerpos contra la proteina), basado en células de exfoliado (del cancer), basado en
espectroscopia de masas y basado en imagenes (incluyendo el uso de ligando marcado), conocido en la técnica y
reconocido como apropiado para la deteccion de la proteina. Los métodos basados en anticuerpos e imagenes son,
adicionalmente, Utiles para la localizacion de tumores después de la determinacion del cancer mediante el uso de
células obtenidas por un procedimiento no invasivo (tal como el lavado ductal o la aspiracién con aguja fina), donde
no se conoce el origen de las células cancerosas. Pueden utilizarse un anticuerpo o ligando marcados para localizar
el carcinoma o carcinomas en un paciente.

Una realizacion utilizando un ensayo basado en acidos nucleicos para determinar la expresion es mediante la
inmovilizacion de una o mas secuencias de los genes identificados en el presente documento sobre un soporte
sélido, incluyendo, pero no limitado a, un sustrato sélido como una matriz o a perlas o tecnologia basada en perlas
como se conocen en la técnica. Como alternativa, también pueden utilizarse ensayos de expresion basados en
solucion conocidos en la técnica.

El gen o genes inmovilizados pueden estar en forma de polinucleétidos que son Unicos o de otra manera especificos
para el gen o genes de manera que el polinucleétido seria capaz de hibridarse con un ADN o ARN correspondiente
al gen o genes. Estos polinucleétidos pueden ser la longitud completa del gen o genes o pueden ser secuencias
cortas de los genes (hasta un nucleétido méas cortas que la secuencia de longitud completa conocida en la técnica
por delecién del extremo 5' 0 3' de la secuencia) que estan opcionalmente minimamente interrumpidas (tal como por
desapareamientos o pares de bases no complementarias insertadas) de manera que la hibridacion con un ADN o
ARN correspondiente al gen o genes no se ve afectada. En algunos casos, los polinucleétidos utilizados son del
extremo 3' del gen, tales como de aproximadamente 350, aproximadamente 300, aproximadamente 250,
aproximadamente 200, aproximadamente 150, aproximadamente 100 o aproximadamente 50 nucledtidos desde la
sefial de poliadenilacion o el sitio de poliadenilacion de un gen o secuencia expresada. Los polinucleétidos que
contienen mutaciones relacionadas con las secuencias de los genes divulgados también pueden utilizarse siempre
que la presencia de las mutaciones todavia permita la hibridacién para producir una sefial detectable.

El gen o genes inmovilizados pueden utilizarse para determinar el estado de muestras de acidos nucleicos
preparadas a partir de células de cancer de muestra, o de mama, para las que el resultado del sujeto de la muestra
(por ejemplo, el paciente del que se obtiene la muestra) no se conoce o para la confirmacién de un resultado que ya
se ha asignado al sujeto de la muestra. Sin limitar la invencién, una célula de este tipo puede ser de un paciente con
cancer de mama RE+. El polinucleétido o polinucleétidos inmovilizados solo necesitan ser suficientes para hibridarse
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especificamente con las moléculas de acido nucleico correspondientes derivadas de la muestra en condiciones
adecuadas.

La invencién se basa en parte en el descubrimiento de un factor de pronoéstico y predictivo basado en la expresion
génica del resultado clinico y el grado tumoral, tal como el que utiliza muestras de cancer de tejidos FFIP, muestras
congeladas o muestras frescas. Los niveles de expresion de estos genes se correlacionan con el grado tumoral y los
resultados clinicos como se describe en el presente documento, asi como la determinacion del pronéstico de un
sujeto. Los genes identificados tienen papeles en el ciclo celular y notificaron una expresién maxima de la siguiente
manera:

Gen Pico de Expresion  Papel en el ciclo celular

BUB1B G2/M Punto de control del ensamblaje del
huso mitético

CENPA G2/M Ensamblaje del centrémero

NEK2 G2/M Duplicacion del centrosoma

RACGAP1 No determinado Iniciacion de la citocinesis

RRM2 S Replicacién del ADN

Las secuencias de estos genes se han notificado y caracterizado anteriormente en el campo. Por ejemplo, el gen
BUB1B humano se identifica mediante Unigene Hs.631699, que se caracteriza por 273 secuencias
correspondientes, el 6 de septiembre de 2007.

En la misma fecha, los genes CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2 humanos se identifican mediante Hs. 1594 (con
129 secuencias correspondientes), Hs. 153704 (con 221 secuencias correspondientes), Hs. 696319 (con 349
secuencias correspondientes) y Hs. 226390 (con 1348 secuencias correspondientes), respectivamente. Las
secuencias correspondientes a cada uno de estos identificadores Unigene se incorporan en el presente documento
por referencia como si se expusiera con todo detalle y pueden utilizarse en la practica de la invencién por el experto
en la materia segun se considere apropiado.

Se divulgan dos de doce secuencias representativas de ARNm de BUBI1B identificadas mediante Unigene
Hs.631699 en el listado de secuencias; se desvelan dos de once secuencias representativas de ARNm de CENPA
identificadas mediante Hs. 1594 en el listado de secuencias; se desvelan dos de diecisiete secuencias
representativas de ARNm de NEK2 identificadas mediante Hs. 15704 en el listado de secuencias; se desvelan dos
de quince secuencias representativas de ARNm de RACGAP1 identificadas mediante Hs. 696319 en el listado de
secuencias; y se desvelan dos de 24 secuencias representativas de ARNm de RRM2 identificadas mediante Hs.
226390 en el listado de secuencias. Las secuencias desveladas en el listado son no limitantes para la practica de la
invencion desvelada, pero se proporcionan como pruebas del conocimiento sustancial en el campo con respecto a
las secuencias que son los genes divulgados. Adicionalmente, el experto es plenamente capaz de alinear
cualesquiera dos o mas de las secuencias conocidas para cada uno de estos genes para identificar areas de
identidad o cambios conservados como regiones que identifican cada uno de estos genes.

Las secuencias de los mismos genes también se han identificado y caracterizado a partir de otras especies
animales. De este modo, el experto en el campo es claramente consciente de como identificar los genes divulgados
con respecto a otros genes animales. El experto en la materia también puede comparar opcionalmente las
secuencias conocidas de los genes divulgados de diferentes fuentes animales para identificar regiones y secuencias
conservadas Unicas para estos genes con respecto a otros genes.

De forma similar, el uso de STK15, Survivina, Ciclina B1 y MYBL2 como se describe en el presente documento se
apoya en los informes anteriores con respecto a estos genes y secuencias representativas de cada uno de estos
genes conocidos para el experto en la materia.

Como se apreciara por los expertos en la materia, algunas de las secuencias correspondientes indicadas
anteriormente incluyen tramos 3' poli A (o poli T en la cadena complementaria) que no contribuyen a la singularidad
de las secuencias desveladas. La invencion puede, por tanto, ponerse en practica con secuencias que carecen de
tramos 3' poli A (o poli T). La singularidad de las secuencias desveladas se refiere a las porciones o la totalidad de
las secuencias que solo se encuentran en los acidos nucleicos de los genes divulgados, incluyendo secuencias
Unicas que se encuentran en la porcion 3' no traducida de los genes. Las secuencias Unicas preferidas para la
practica de la invencién son las que contribuyen a las secuencias de consenso para cada uno de los tres conjuntos
de manera que las secuencias Unicas seran Utiles en la deteccion de la expresion en una diversidad de individuos en
lugar de ser especificas para un polimorfismo presente en algunos individuos. Como alternativa, pueden utilizarse
secuencias Unicas para un individuo o una subpoblacién. Las secuencias Unicas preferidas son preferentemente de
las longitudes de los polinucledtidos de la invencion como se analiza en el presente documento.

Para determinar los niveles de expresion (aumentados o disminuidos) de las secuencias descritas anteriormente en

la practica de la invencién, puede utilizarse cualquier método conocido en la técnica. En una realizacién de la
invencion, se utiliza la expresion basada en la deteccion de ARN que se hibrida con polinucleétidos que contienen
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las secuencias descritas anteriormente. Esto se realiza facilmente mediante cualquier método conocido de deteccion
o de amplificaciéon + deteccion de ARN conocido o reconocido como equivalente en la técnica tal como, pero no
limitado a, la transcripciéon inversa-PCR (opcionalmente la PCR en tiempo real), los métodos divulgados en la
solicitud de patente de los EE.UU. N.° de serie 10/062.857, titulada "Nucleic Acid Amplificacion”, presentada el 25 de
octubre de 2001, asi como la Solicitud de Patente Provisional de los EE.UU. 60/298.847 (presentada el 15 de junio
de 2001) y 60/257.801 (presentada el 22 de diciembre de 2000), los métodos divulgados en la patente de los EE.UU.
N.° 6.291.170, y la PCR cuantitativa. También pueden utilizarse métodos de identificacién de un aumento de la
estabilidad del ARN (que da como resultado una observacién de aumento de la expresion) o de una disminucion de
la estabilidad del ARN (que da como resultado una observacion de disminucion de la expresion). Estos métodos
incluyen la detecciéon de secuencias que aumentan o disminuyen la estabilidad de los ARNm que contienen las
secuencias de los genes. Estos métodos también incluyen la deteccion de un aumento de la degradacién del ARNm.

En algunas realizaciones de la invencion, se utilizan polinucle6tidos que tienen secuencias presentes en las regiones
no traducidas y/o no codificantes 3' de las secuencias desveladas anteriormente para detectar los niveles de
expresion de las secuencias génicas en las células de cancer o mamarias. Dichos polinucleétidos pueden contener
opcionalmente secuencias encontradas en las porciones 3' de las regiones codificantes de las secuencias
desveladas anteriormente. Los polinucleétidos que contienen una combinacién de secuencias de las regiones
codificantes y 3' no codificantes tienen preferentemente las secuencias dispuestas de forma contigua, sin la
intervencion de secuencia o secuencias heterélogas.

Como alternativa, la invenciéon puede ser ponerse en practica con polinucleétidos que tienen secuencias presentes
en regiones 5' no traducidas y/o no codificantes de las secuencias génicas en las células de cancer o mamarias,
para detectar sus niveles de expresion. Dichos polinucleétidos pueden contener opcionalmente secuencias
encontradas en las porciones 5' de las regiones codificantes. Los polinucleétidos que contienen una combinacion de
secuencias de las regiones codificantes y 5' no codificantes tienen preferentemente las secuencias dispuestas de
forma contigua, sin la intervencion de secuencia o secuencias heterélogas. La invencién también puede ponerse en
practica con secuencias presentes en las regiones codificantes de las secuencias génicas desveladas.

Los polinucleétidos no limitantes contienen secuencias de regiones 3' 0 5' no traducidas y/o no codificantes de al
menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 22, al menos aproximadamente 24, al menos
aproximadamente 26, al menos aproximadamente 28, al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente
32, al menos aproximadamente 34, al menos aproximadamente 36, al menos aproximadamente 38, al menos
aproximadamente 40, al menos aproximadamente 42, al menos aproximadamente 44 o al menos aproximadamente
46 nucledtidos consecutivos. El término "aproximadamente" como se utiliza en la frase anterior se refiere a un
aumento o disminucion de 1 del valor numérico indicado. Incluso se prefieren mas los polinucleétidos que contienen
secuencias de al menos o aproximadamente 50, al menos o aproximadamente 100, al menos o aproximadamente
150, al menos o aproximadamente 200, al menos o aproximadamente 250, al menos o aproximadamente 300, al
menos o aproximadamente 350 o al menos o aproximadamente 400 nucleétidos consecutivos. El término
"aproximadamente" como se utiliza en la frase anterior se refiere a un aumento o disminucién del 10 % del valor
numérico indicado.

Las secuencias del extremo 3' 0 5' de las regiones codificantes descritas anteriormente como se encuentran en los
polinucleétidos de la invencion son de las mismas longitudes que las descritas anteriormente, excepto por que,
naturalmente, estarian limitadas por la longitud de la region codificante. El extremo 3' de una regién codificante
puede incluir secuencias de hasta la mitad 3' de la region codificante. A la inversa, el extremo 5' de una region
codificante puede incluir secuencias de hasta la mitad 5' de la region codificante. Por supuesto, las secuencias
descritas anteriormente o las regiones y polinucleétidos codificantes que contienen porciones de las mismas, pueden
utilizarse en su totalidad.

Los polinucleétidos que combinan las secuencias de una region 3' no traducida y/o no codificante y el extremo 3'
asociado de la region codificante puede ser al menos o aproximadamente 100, al menos o aproximadamente 150, al
menos o aproximadamente 200, al menos o aproximadamente 250, al menos o aproximadamente 300, al menos o
aproximadamente 350, al menos o aproximadamente 400 nucledtidos consecutivos. Preferentemente, los
polinucleétidos utilizados son del extremo 3' del gen, tales como en aproximadamente 350, aproximadamente 300,
aproximadamente 250, aproximadamente 200, aproximadamente 150, aproximadamente 100 o aproximadamente
50 nucledtidos de la sefial de poliadenilaciéon o sitio de poliadenilacion de un gen o una secuencia expresada.
También pueden utilizarse polinucleétidos que contienen mutaciones relativas a las secuencias de los genes
divulgados siempre que la presencia de las mutaciones todavia permita la hibridacién para producir una sefial
detectable.

En otra realizacion de la invencién, pueden utilizarse polinucledtidos que contienen deleciones de nucleétidos del
extremo 5' y/o 3' de las secuencias desveladas anteriormente. Las deleciones son preferentemente de 1-5, 5-10, 10-
15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-35, 35-40, 40-45, 45-50, 50-60, 60-70, 70-80, 80-90, 90-100, 100-125, 125-150, 150-175
0 175-200 nucleodtidos del extremo 5' y/o 3', aunque el alcance de las deleciones naturalmente estaria limitado por la
longitud de las secuencias desveladas y la necesidad de tener la capacidad de utilizar los polinucleétidos para la
deteccién de niveles de expresién.
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Otros polinucleétidos de la invencion del extremo 3' de las secuencias desveladas anteriormente incluyen los de los
cebadores y sondas opcionales para la PCR cuantitativa. En algunas realizaciones, los cebadores y sondas son los
gue amplifican una region de menos de aproximadamente 350, menos de aproximadamente 300, menos de
aproximadamente 250, menos de aproximadamente 200, menos de aproximadamente 150, menos de
aproximadamente 100 o menos de aproximadamente 50 nuclettidos de la sefial de poliadenilacion o sitio de
poliadenilacion de un gen o secuencia expresada.

En otras realizaciones mas de la invencion, pueden utilizarse polinucleétidos que contienen porciones de las
secuencias desveladas anteriormente incluyendo el extremo 3'. Dichos polinucleétidos podrian contener al menos o
aproximadamente 50, al menos o aproximadamente 100, al menos o aproximadamente 150, al menos o
aproximadamente 200, al menos o aproximadamente 250, al menos o aproximadamente 300, al menos o
aproximadamente 350 o al menos o aproximadamente 400 nucleotidos consecutivos desde el extremo 3' de las
secuencias desveladas.

La invencion también incluye polinucledétidos utilizados para detectar la expresion génica en células mamarias. Los
polinucleétidos pueden comprender un polinucleétido mas corto que consiste en secuencias encontradas en los
genes anteriores en combinaciéon con secuencias heterélogas que no se encuentran de forma natural en
combinacién con las secuencias. Los ejemplos no limitantes incluyen secuencias cortas de vectores de clonacién o
presentes en los fragmentos de restriccion utilizados para preparar sondas o cebadores marcados, como se
describe en el presente documento.

Métodos

Como se describe en el presente documento, la invencion incluye la identidad de los genes, cuya expresion puede
utilizarse para proporcionar informacién de prondstico relacionada con el cancer. En particular, los niveles de
expresion de estos genes pueden utilizarse en relacién con el cancer de mama. En algunos métodos, el perfil de
expresion génica se correlaciona con (y de este modo son capaces de discriminar entre) pacientes con buenos o
malos resultados de reaparicion del cancer y/o de supervivencia. En otras realizaciones, la invencion incluye un
método para comparar la expresién génica en una muestra de células cancerosas de un paciente con el perfil de
expresion génica para determinar el resultado probable clinico o de tratamiento para el paciente, o el resultado
bioldgico natural, en ausencia de intervencidn. Estas realizaciones de la invencién pueden utilizarse ventajosamente
para satisfacer una necesidad de diagnéstico no satisfecha, importante, de la capacidad de predecir si es probable
que un paciente se beneficie de un tipo de tratamiento dado o si un paciente estard mejor con otro tipo de
tratamiento. Por ejemplo, un valor bajo de el ratio H:l esta fuertemente asociado a la respuesta a la terapia de
primera linea con tamoxifeno. Y un andlisis de muestras tumorales de un ensayo clinico aleatorizado prospectivo
comparando 2 afios frente a 5 afios de tratamiento con tamoxifeno indica que una baja HOXB 13 o una baja HOXB
13:IL17BR predice significativamente el beneficio de la terapia prolongada con tamoxifeno.

De forma similar, la capacidad del IGM para predecir la presencia de tumores de grado | frente a tumores de grado
Il permite al médico del campo pertinente seleccionar la terapia apropiada para los canceres de estos dos grados.
El IGM no solo confirma las clasificaciones de grado | y de grado Il realizadas por otros medios, sino que puede, en
combinacién con el ratio H:l, clasificar con mayor precisién los tumores de riesgo bajo, intermedio o alto que se han
clasificado incorrectamente por otros métodos. Esto se ilustra en la Figura 8, donde la estratificacién basada en el
protocolo de 2005 de St. Gallen se corrige de manera significativa mediante el uso del IGM y el ratio H:I divulgados.

De este modo, la invencién incluye un método de identificacion de un paciente, de una poblacién de pacientes con
células cancerosas, como pertenecientes a una subpoblacion de pacientes con un mejor pronéstico o una
subpoblacién con un mal pronéstico. La subpoblacion con un mejor pronéstico es similar a los sujetos identificados
con un tumor de grado | en comparacion con una subpoblacion de pacientes con peor prondstico, similar a los
sujetos identificados con un tumor de grado lll. Por supuesto, los métodos divulgados no son necesariamente
perfectos en su aplicacion y es posible que un paciente dado se identifique como que tiene un grado tumoral
"intermedio” entre el de los grados | y lll. En cuyo caso, el facultativo experto podria tratar el sujeto en consecuencia.

No obstante, la invencidn proporciona un medio no subjetivo para la identificacion de pacientes con tumores de
grado |, intermedio o de grado lll, identificacion que puede utilizarse para el beneficio de un paciente por el
facultativo experto. Es importante destacar que los métodos divulgados pueden clasificar los tumores de grado
"intermedio” por otros métodos en estado de grado | o de grado lll. Esto proporciona un enorme beneficio para la
subpoblacién de pacientes correspondiente, que de otro modo se habria tratado como si tuviera tumores de grado
"intermedio”. De este modo, en algunas realizaciones, se proporciona un método de reduccion del nidmero de
clasificaciones de grado "intermedio” mediante el uso del IGM de 5 genes desvelado.

De este modo, la invencion incluye un método de determinacion del pronédstico y/o los resultados de supervivencia
mediante el ensayo de los patrones de expresion divulgados en el presente documento. De este modo, donde ha
podido utilizarse anteriormente la interpretacion subjetiva para determinar el pronéstico y/o el tratamiento de
pacientes con cancer, la presente invencidn proporciona patrones de expresion génica objetivos, que pueden

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES2 618353 T3

utilizarse solos 0 en combinacion con criterios subjetivos para proporcionar una evaluacién mas precisa de los
resultados del paciente, incluyendo la supervivencia y la reaparicidn del cancer. En algunos casos, el ensayo incluye
detectar el nivel de expresion de Bub1B, en el que el nivel de expresion se correlaciona con un tumor de grado | o de
grado Il

Los genes divulgados se identifican como correlacionados con el grado tumoral y los resultados clinicos de manera
que los niveles de su expresién son pertinentes para una determinacién de los protocolos de tratamiento de un
paciente. De este modo, en algunas realizaciones, la invencidon proporciona un método para determinar el
tratamiento terapéutico para un paciente con cancer mediante la determinacién del prondstico para dicho paciente
mediante el ensayo de una muestra de células de cancer de dicho paciente para los niveles de expresion descritos
en el presente documento para determinar el grado tumoral y la seleccién de un tratamiento para un paciente con un
tumor de dicho grado. En algunos casos, el ensayo incluye detectar el nivel de expresion de BublB, en el que el
nivel de expresion se correlaciona con un tumor de grado | o de grado Il

En un conjunto de realizaciones, un método de la invencion puede incluir el ensayo de una muestra de células
cancerosas de un sujeto que padece cancer para el nivel de expresion de Bubl1B en el que el nivel de expresién
clasifica el cancer como correspondiente a un tumor de grado | o de grado Ill, o identifica al sujeto como que tiene un
pronostico de reaparicion del cancer probable, o predice el grado de respuesta del sujeto al tratamiento con terapia
endocrina, quimioterapia o radioterapia. El ensayo puede incluir medir o detectar o determinar el nivel de expresién
del gen en cualquier medio adecuado descrito en el presente documento o conocido por el experto en la materia. En
muchos casos, el cancer es el cancer de mama y el sujeto es un paciente humano. Adicionalmente, las células
cancerosas pueden ser las de un tumor y/o de un sujeto con ganglio negativo (ganglios linfaticos negativos para el
cancer) o ganglio positivo (ganglios linfaticos positivos para el cancer).

Por supuesto, el método puede ponerse en practica junto con el ensayo de la expresidon de uno o mas de los otros
cuatro genes del IGM, en el que los niveles de expresion de los genes utilizados en combinacion se utilizan para
clasificar, identificar o predecir, como se proporcionan por el método. El nivel requerido de nivel de expresién puede
ser el que se identifica mediante los métodos descritos en el presente documento para los genes utilizados.
Adicionalmente, el ensayo puede incluir la preparacion de ARN a partir de la muestra, opcionalmente para el uso en
la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) u otra metodologia de andlisis como se describe en el presente
documento. La metodologia de la PCR es opcionalmente RT-PCR (transcripcién inversa-PCR) o la PCR cuantitativa,
como la RT-PCR en tiempo real. Como alternativa, el ensayo puede realizarse mediante el uso de una matriz, tal
como una micromatriz como se conoce en el campo pertinente. Opcionalmente, la muestra de las células
cancerosas se disecciona a partir de tejido retirado u obtenido de dicho sujeto. Como se describe en el presente
documento, puede utilizarse una diversidad de tipos de muestras, incluyendo una muestra fijada con formol incluida
en parafina (FFIP) como ejemplo no limitante. Y como se describe en el presente documento, el método puede
incluir el ensayo o la determinacion del ratio H:l (relacién de los niveles de expresion de HoxB13 y IL17BR) en la
muestra, como se desvela en el presente documento.

A modo de ejemplo no limitante, los cinco genes del IGM pueden ensayarse y utilizarse para detectar niveles de
expresion que corresponden a un valor que es de "alto riesgo" (que esta por encima del punto de corte) para IGM o
para detectar niveles de expresion que corresponden a un valor que es de "bajo riesgo" (que se encuentra en o por
debajo del punto de corte) para IGM, como se desvela en el presente documento. En algunos casos, el punto de
corte del IGM puede ser 0 (cero), tal como cuando las mediciones de los niveles de expresion se normalizan a 0
(cero) con una desviacion tipica de 1. En realizaciones alternativas, el punto de corte puede estar en o
aproximadamente en 0,05, en o aproximadamente en 0,10, en o aproximadamente en 0,15, en o aproximadamente
en 0,20, en o aproximadamente en 0,25, en o aproximadamente en -0,05, en o aproximadamente en -0,10, en o

aproximadamente en -0,15, en o aproximadamente en -0,20, en o0 aproximadamente en -0,25, en o
aproximadamente en -0,30, en o aproximadamente en -0,35, en o0 aproximadamente en -0,40, en o
aproximadamente en -0,45, en o aproximadamente en -0,50, en o aproximadamente en -0,55, en o
aproximadamente en -0,60, en o aproximadamente en -0,65, en o0 aproximadamente en -0,70, en o
aproximadamente en -0,75, en o aproximadamente en -0,80, en o0 aproximadamente en -0,85, en o

aproximadamente en -0,90, en o aproximadamente en -0,95, en o aproximadamente en -1,0, en 0 aproximadamente
en -1,1, en o aproximadamente en -1,2, en o aproximadamente en -1,3, en o aproximadamente en -1,4, en o
aproximadamente en -1,5, en o aproximadamente en -1,6, en o aproximadamente en -1,7, en 0 aproximadamente en
-1,8, en o aproximadamente en -1,9, en o aproximadamente en -2,0 o menos. Con respecto a el ratio H:l, su
determinacion puede hacerse como se describe en Ma et al. (2004) y Ma et al. (2006) como se referencia en el
presente documento. Por ejemplo, puede utilizarse un valor de 0,06 para determinar si una muestra tiene una
relacion H:l de "alto riesgo" (> 0,06) o "bajo riesgo" (< 0,06).

De este modo, utilizando un umbral, o punto de corte, de 0 (cero) como un ejemplo no limitante para IGM con los
cinco genes, los métodos divulgados proporcionan dos resultados de ensayo posibles para una muestra dada: "IGM
de alto riesgo" correspondiente a un valor por encima de 0 (cero) y "IGM de bajo riesgo" correspondiente a un valor
< 0. Un "IGM de alto riesgo" es indicativo de un cancer de "alto riesgo", incluyendo el cancer de mama, que es
analogo al de un tumor de grado Ill como se define por las metodologias y los criterios conocidos en el campo. Un
"IGM de bajo riesgo" es indicativo de un cancer de "bajo riesgo", incluyendo el cancer de mama, que es analogo al
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de un tumor de grado | como se define por las metodologias y los criterios conocidos en el campo.

La estratificacion, o clasificacion, de los canceres en dos grupos se muestra en la Figura 1, panel C y en la Figura 4,
panel B, donde el nivel de riesgo identificado por un "IGM de alto riesgo" es indicativo de un aumento de la
probabilidad de reaparicion del cancer, tal como la metastasis del cancer o la reaparicion distal del cancer,
incluyendo la reaparicion del cancer de mama. En muchas realizaciones, este riesgo de reaparicion esta presente
independientemente del tratamiento con o sin tamoxifeno u otras terapias endocrinas. En las realizaciones
desveladas en el presente documento, la reaparicion puede ser la reaparicion local del CDIS. El nivel de riesgo
identificado por un "IGM de bajo riesgo" es indicativo de una menor probabilidad de reaparicion del cancer,
incluyendo la reduccién del riesgo de reaparicion del cancer de mama. En muchas realizaciones, el menor riesgo de
reaparicion esta presente independientemente del tratamiento con o sin tamoxifeno. El riesgo de reaparicion, o la
probabilidad de reaparicion, puede considerarse como el riesgo en el tiempo, tal como un periodo de
aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente 4, aproximadamente 5,
aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9, aproximadamente 10,
aproximadamente 11, aproximadamente 12 o mas afos. Por tanto, la evaluacion de riesgos proporcionada por el
IGM puede utilizarse como un indicador de prondstico de reapariciéon del cancer y/o del resultado de supervivencia
para un sujeto.

La invencién incluye adicionalmente la determinacién de un riesgo de reaparicidn en el tiempo sobre la base del
valor de IGM en relacion con el riesgo de reaparicion determinado por las metodologias descritas en el presente
documento. La Figura 9 ilustra un ejemplo no limitante de un valor de IGM de 2,1 y su indicacion de un riesgo de
reaparicion del cancer a los 5 afios del 19 %. La figura ilustra, adicionalmente, que el riesgo de reaparicion esta
relacionado con el valor del IGM y que la seleccién de 0 (cero) como umbral o punto de corte no es limitante debido
a que también pueden utilizarse otros valores.

Cuando se combina con el ratio H:l, los cuatro resultados posibles del ensayo son los siguientes:

1) "IGM de alto riesgo" y "H:l de alto riesgo" que puede considerarse de "alto riesgo" como un "IGM de alto
riesgo” por si solo;

2) "IGM de alto riesgo" y "H:I de bajo riesgo" que puede considerarse como analogo a un "riesgo intermedio” de
reaparicion del cancer;

3) "IGM de bajo riesgo" y "H:l de alto riesgo" que puede considerarse de "bajo riesgo" como un "IGM de bajo
riesgo” por si solo; y

4) "IGM de bajo riesgo" y "H:l de bajo riesgo" que puede considerarse de "bajo riesgo" como un "IGM de bajo
riesgo” por si solo.

La combinacion de IGM y H:l por tanto identifica 3 subtipos diferentes que se ha observado que difieren en su
biologia tumoral y se asocian a diferentes resultados en los pacientes. Por ejemplo, un riesgo intermedio puede
utilizarse para tratar al paciente con este tumor con terapia endocrina (por ejemplo, tamoxifeno como ejemplo no
limitante) sobre la base de la prediccion de que el paciente se beneficiara de la misma. Por el contrario, un paciente
con "IGM de alto riesgo" y "H:l de alto riesgo" es poco probable que se beneficie de la monoterapia endocrina. Por
tanto, la evaluacién no representa un espectro continuo simple de riesgo. Esto ayuda a un médico experto, porque la
evaluacion identifica la biologia subyacente que es Util con respecto a las opciones de tratamiento. Para hacer una
seleccién de terapias, un médico puede determinar que cuando el paciente es de alto riesgo (es decir, alto/alto)
entonces saber que este paciente es poco probable que se beneficie de la monoterapia endocrina es una
informacién vital. Esto permite al médico considerar y/o seleccionar o aplicar una quimioterapia mas agresiva o
sugerir que este paciente se inscriba en un ensayo que se dirige a tumores que son resistentes a la monoterapia
endocrina. La Figura 5, paneles C y D, demuestran una aplicacion de estos tres grupos de riesgo en diferentes
poblaciones de pacientes. Como alternativa, estas posibles combinaciones de determinaciones de IGM y H:l se
utilizan como indicadores de la misma forma que el uso de IGM solo descrito anteriormente.

La capacidad del IGM para indicar el riesgo de reaparicion a pesar del tratamiento con tamoxifeno también se
muestra en la Figura 10, paneles A y B, donde el IGM de "alto riesgo" se utiliza como un indicador de la reaparicion a
pesar del tratamiento con tamoxifeno como monoterapia. Por supuesto, una combinacion de determinaciones de
IGM y H:l también puede utilizarse para el mismo efecto. La invencion incluye adicionalmente el uso del IGM solo,
de H:l sola o una combinacién de IGM y H:l para predecir el grado de respuesta a un inhibidor que se dirige a los
canceres endocrino resistentes como se describe en el presente documento. La posible indicacion de falta de
respuesta a la terapia endocrina y de respuesta a los inhibidores divulgados puede combinarse con otro aspecto de
la invencion que es un método para seleccionar terapias basadas en las indicaciones de prondéstico y predictivas
determinadas por los métodos divulgados. De este modo, con IGM de "alto riesgo”, H:l de "alto riesgo" o una
combinacion de determinaciones IGM y H:l como se ha descrito anteriormente, las realizaciones de la invencion
incluyen métodos que incluyen adicionalmente seleccionar y, opcionalmente, tratar, el sujeto con el inhibidor para
mejorar el grado de respuesta al tratamiento con tamoxifeno u otra forma de terapia endocrina. En algunos casos, el
método incluye adicionalmente el tratamiento con tamoxifeno u otra forma de terapia endocrina. La invencion
anterior relacionada con el grado de respuesta a un inhibidor que se dirige a los canceres endocrino resistentes
también puede aplicarse en los casos de ensayo de el ratio H:l sola como se describe en el presente documento.
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La invencidn incluye adicionalmente el ensayo de un IGM de "alto riesgo", opcionalmente con una determinacion de
H:1l, como un indicador de la falta de respuesta a otras formas de terapia endocrina, tales como el tratamiento con un
SERM, un SERD o una IA. Por supuesto, la invencion también incluye la determinacién de un IGM de "bajo riesgo”,
opcionalmente con una determinacion de H:l, como un indicador del grado de respuesta al tratamiento con
tamoxifeno y otros SERM, asi como un SERD o un Al.

Estas posibles predicciones relativas a la terapia endocrina también pueden utilizarse en relacion con los métodos
para seleccionar terapias como se desvela en el presente documento. Por ejemplo, un método puede incluir no
seleccionar una terapia endocrina en favor de otras terapias tales como la quimioterapia y/o la radioterapia cuando
se predice la falta de respuesta. A la inversa, el método puede incluir la seleccion de la terapia endocrina cuando se
predice la respuesta.

En realizaciones adicionales, el ensayo del IGM de "alto riesgo", el H:l de "alto riesgo" o una combinacién de valores
de IGM y H:l, también pueden utilizarse como un indicador del grado de respuesta relativa dentro de la terapia
endocrina, tal como un mejor grado de respuesta al tratamiento con un Al con respecto a un SERM. Como ejemplo
no limitante, un valor de IGM de "alto riesgo" puede utilizarse como un indicador del grado de respuesta a un IA, tal
como letrozol, con respecto al tamoxifeno. Por supuesto, la invencién incluye, adicionalmente, un método de
seleccidén de tratamiento con un Al basado en una prediccion de este tipo.

Mas alla de la terapia endocrina, el IGM solo, la H:l sola o una combinacién de determinaciones de IGM y H:l
también pueden utilizarse para indicar la falta de respuesta a la quimioterapia. Como se muestra en la Figura 11, el
IGM de "alto riesgo" es predictivo de la resistencia a la quimioterapia con paclitaxel, 5-fluorouracilo, doxorrubicina y
ciclofosfamida como ejemplo no limitante. Por supuesto, la invenciéon incluye adicionalmente un método de no
selecciéon de la quimioterapia como Unica terapia en favor de otras modalidades de tratamiento, tales como la
radiacion como ejemplo no limitante.

Ademas de la terapia endocrina y la quimioterapia, la invencion incluye la determinacién del IGM solo, la H:l sola o
una combinacion de determinaciones de IGM y H:l como factor predictivo del grado de respuesta de un cancer
(sensibilidad) al tratamiento de radiacion. Puede utilizarse un IGM de "alto riesgo" para predecir que un paciente con
cancer sea sensible al tratamiento con radiacion, tal como después de la intervencién quirdrgica. EI método puede
incluir adicionalmente la identificacion del sujeto como que tiene probabilidades, o no tiene probabilidades, de ser
sensible a la radioterapia después de la intervencién quirirgica. Por supuesto, la invencién incluye, adicionalmente,
un método de seleccion de la radioterapia sobre la base de la prediccion del grado de respuesta a la misma.

La invencion incluye adicionalmente un método de determinacion del IGM solo, la H:l sola o una combinacién de
determinaciones de IGM y H:l como factor de prondéstico o factor predictivo de la respuesta clinica en mujeres
premenopausicas y en mujeres postmenopausicas. La Figura 12 muestra la capacidad de un IGM de "alto riesgo"
para estratificar las dos clases de mujeres sobre la base de los resultados de supervivencia. Las mujeres
posmenopausicas pueden definirse como las que tienen = 50 afios de edad, mientras que las mujeres
premenopausicas pueden definirse como las que tienen menos de 50 afios de edad. En ambos grupos, el IGM de
"alto riesgo" es un indicador del aumento de la probabilidad de reaparicion del cancer con el tiempo con respecto a
un IGM de "bajo riesgo". Por supuesto, la invencién incluye adicionalmente un método de no seleccion de terapias
apropiadas para las mujeres pre y postmenopausicas sobre la base del valor de IGM, el valoro de H:l o la
combinacion de ambos valores determinados a partir de una muestra de la mujer.

Mas en general, un método para determinar el tratamiento terapéutico para un paciente con cancer puede comenzar
con el ensayo de la IGM como se describe en el presente documento. El valor determinado puede utilizarse para
clasificar el cancer como correspondiente a un tumor de grado | o de grado Il o identificar al sujeto como que tiene
un pronostico de reaparicion probable del cancer o que tiene respuesta o falta de respuesta a las terapias como se
describe en el presente documento. El método puede entonces incluir la seleccién de tratamiento para un paciente
con dicho tumor o dicho pronéstico o dicha respuesta o falta de respuesta. En algunos casos, el tratamiento
seleccionado puede incluir la cirugia y la quimioterapia y/o la radiacion debido a que el prondstico es malo y/o se
indica que no hay respuesta a otras terapias.

Realizaciones adicionales de la invencion incluyen un método de determinacion del grado tumoral o el riesgo de
cancer en un sujeto diagnosticado con cancer benigno. El método puede incluir el ensayo de una muestra de células
mamarias del sujeto para determinar los niveles de expresion de Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2, en el
que dichos niveles de expresion se correlacionan con un tumor de grado | o de grado Ill o un "alto riesgo" o "bajo
riesgo” de cancer. Las realizaciones de este método incluyen la determinacién del valor de IGM sobre la base de los
niveles de expresion y opcionalmente su uso para seleccionar el tratamiento terapéutico para el sujeto.

En otras realizaciones, la invencion incluye un método de determinacion del grado tumoral o el riesgo de reaparicion
local del cancer, en un sujeto diagnosticado con CDIS. El método puede incluir el ensayo de una muestra de células
de cancer de mama del sujeto para determinar los niveles de expresion de Bub1lB, CENPA, NEK2, RACGAP1 y
RRM2, en el que dichos niveles de expresion se correlacionan con un tumor de grado | o de grado Ill o un "alto
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riesgo” o "bajo riesgo" de reaparicion local del cancer.

Mientras que algunos de los anteriores se han descrito en términos de utilizaciéon de los cinco genes del IGM en
combinacidn, la invencion incluye especificamente el uso de menos de cinco, incluyendo genes individuales de entre
los cinco, en la practica de los métodos divulgados. Adicionalmente, la inclusién de otros genes con uno o mas
genes del IGM o el ratio H:I en lo anterior también se desvela expresamente. De forma similar, el uso de H:l con
sustitucion de otro indice, en su totalidad o en parte, para el gen o genes del IGM también se desvela expresamente.

Por tanto, los cinco genes del IGM pueden utilizarse individualmente con una precisién significativa o en
combinacién para aumentar la capacidad de correlacionar con precision un fenotipo expresion molecular con un
grado tumoral y/o un resultado del cancer. Esta correlacion es una manera de prever molecularmente la
determinacion de la reaparicién del cancer y/o los resultados de supervivencia como se describe en el presente
documento. Hay usos adicionales de los genes correlacionados en la clasificacion de células y tejidos; la
determinacion del diagnostico y/o pronéstico; y la determinacién y/o alteracion de la terapia.

La capacidad de discriminar es conferida por la identificacion de la expresién de los genes individuales como
pertinente y no por la forma del ensayo utilizado para determinar el nivel real de expresién. Un ensayo puede utilizar
cualquier caracteristica de identificacién de un gen individual identificado como se desvela en el presente documento
siempre que el ensayo refleje, cuantitativa o cualitativamente, la expresion del gen en el "transcriptoma" (la fraccién
transcrita de genes en un genoma) o el "proteoma” (la fraccién traducida de los genes expresados en un genoma).
Las caracteristicas de identificacion incluyen, pero no se limitan a, secuencias de acido nucleico Unicas utilizadas
para codificar (ADN) o expresar (RNA), dicho gen o epitopos especificos para, o las actividades de, una proteina
codificada por dicho gen. Todo lo que se requiere es la identidad del gen o genes necesarios para discriminar entre
los resultados del cancer y una célula apropiada que contiene la muestra para su uso en un ensayo de expresion.

De forma similar, la naturaleza de la muestra que contiene células no es limitante, ya que puede utilizarse tejido
fresco, tejido recién congelado y tejido fijado, tal como tejidos fijados con formol incluidos en parafina (FFIP), en los
métodos divulgados.

En una realizacion, la invencion prevé la identificacion de los patrones de expresion génica mediante el andlisis de la
expresion génica global, o casi global, de células individuales o poblaciones de células homogéneas que se han
diseccionado lejos de, o aisladas o purificadas de otro modo de, células contaminantes todo lo que sea posible
mediante una simple biopsia. Debido a que la expresion de numerosos genes fluctia entre células de diferentes
pacientes, asi como entre células de la muestra del mismo paciente, los niveles de expresién génica pueden
determinarse en correspondencia con uno o mas genes de "control" o "normalizacién”, cuya expresion o expresiones
son relativamente constantes en las células de un paciente o entre pacientes.

En otro aspecto, la invencion incluye medios fisicos y metodoldgicos para la deteccion de la expresion del gen o
genes identificados por los modelos generados por los patrones de expresion individuales. Estos medios pueden
dirigirse al ensayo de uno o mas aspectos del molde o moldes de ADN subyacente a la expresion del gen o genes,
del ARN utilizado como intermedio para expresar el gen o genes o del producto proteinico expresado por el gen o
genes.

Una ventaja proporcionada por la invencion es que las células contaminantes, no cancerosas, (tales como los
linfocitos infiltrados u otras células del sistema inmunitario) no estan presentes para afectar posiblemente los genes
identificados o el posterior analisis de la expresion génica para identificar la reaparicién del cancer y/o los resultados
de supervivencia de los pacientes. Dicha contaminacion esta presente cuando se utiliza una biopsia que contiene
muchos tipos celulares para someter a ensayo los perfiles de expresion génica.

Si bien la presente invencién se describe principalmente en el contexto del cancer humano, tal como el cancer de
mama, puede ponerse en practica en el contexto del cancer de cualquier animal. Los animales preferidos para la
aplicacion de la presente invencién son mamiferos, en particular aquellos importantes para aplicaciones agricolas
(tales como, pero no limitados a, vacas, ovejas, caballos y otros "animales de granja"), modelos animales de cancer
y animales de compafiia para seres humanos (tales como, pero no limitados a, perros y gatos).

Los métodos proporcionados por la invencion también pueden automatizarse en su totalidad o en parte.
Kits

Los materiales para su uso en los métodos de la presente invencién son idealmente adecuados para la preparacion
de kits producidos de acuerdo con procedimientos bien conocidos. Por tanto, la invencién proporciona kits que
comprenden agentes para la deteccion de la expresion de los genes divulgados para la clasificaciéon de tumores o la
determinacion de los resultados del cancer. Dichos kits comprenden opcionalmente el agente con una descripcion
identificativa o etiqueta o instrucciones relativas a su uso en los métodos de la presente invencion. Un kit de este tipo
puede comprender recipientes, cada uno con uno o mas de los diversos reactivos (normalmente en forma
concentrada) utilizados en los métodos, incluyendo, por ejemplo, microarrays prefabricados, tampones, los
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trifosfatos de nucleétidos apropiados (por ejemplo, dATP, dCTP, dGTP y dTTP; o rATP, rCTP, rGTP y UTP),
transcriptasa inversa, ADN polimerasa, ARN polimerasa y uno 0 mas complejos cebadores de la presente invencion
(por ejemplo, poli(T) de longitud apropiada o cebadores aleatorios unidos a un promotor reactivo con la ARN
polimerasa). Normalmente también se incluira un conjunto de instrucciones.

Habiendo proporcionado ahora la invencién en general, la misma se entendera mas facilmente mediante la
referencia a los siguientes ejemplos que se proporcionan a modo de ilustracién y que no se pretende que sean
limitantes de la invencién, a menos que se especifique.

Ejemplos

Ejemplo I: General

Pacientes y muestras tumorales

Se descargaron dos conjuntos de datos de microarrays de acceso publico y publicados anteriormente (nUmero de
referencia GSE3494, GSE1456) de la Gene Expression Omnibus (GEO, http://ncbi.nih.gov/geo).GSE3494 (cohorte
Uppsala) consiste en 251 pacientes procedentes de una cohorte de base poblacional tratada en el condado de
Uppsala, Suecia, de 1987 a 1989, y eran heterogéneos en términos de la terapia sistémica adyuvante recibida (sin
tratar o tratados con terapia endocrina y/o quimioterapia). Véase Miller LD, Smeds J, George J, et al. Proc Natl Acad
Sci USA 102: 13550-5, 2005. Estaban disponibles los datos de los resultados clinicos (mortalidad especifica por
cancer de mama) para 236 pacientes con una mediana de seguimiento de 10 afios. GSE1456 (cohorte Estocolmo)
consiste en una serie similar de 159 pacientes con cancer de mama tratados en el Hospital Karolinska, Estocolmo,
Suecia entre 1994 y 199614. Tanto GSE3494 como GSE1456 contienen datos de expresion génica de muestras
tumorales congeladas analizadas en las matrices Affymetrix U133A y U133B (Affymetrix, Santa Clara, CA).

Una segunda cohorte de 239 pacientes utilizé un disefio retrospectivo de casos-cohorte (Pawitan Y, Bjohle J, Amler
L, et al. Breast Cancer Res 7:R953-64, 2005) y se obtuvo de 683 pacientes en estadio | a estadio Ill, con cancer de
mama con receptor estrogénico positivo tratados en el hospital general de Massachusetts de 1991 a 1999. Los datos
de seguimiento clinico se obtuvieron del registro de tumores y de los registros del hospital. Los casos fueron todos
los pacientes que desarrollaron metastasis a distancia durante el seguimiento; los controles se seleccionaron
aleatoriamente entre los pacientes que permanecieron sin enfermedad en el Ultimo seguimiento hasta lograr una
proporcion de 2:1 de los controles a los casos. Ademas, los controles se aparearon por frecuencia con los casos con
respecto a la terapia adyuvante y al tiempo de diagnéstico. Para aproximadamente el 80 % de los casos y los
controles, tanto los datos de resultados clinicos como los bloques de tumores fijados con formol incluidos en parafina
(FFIP) se recuperaron satisfactoriamente.

La cohorte final consistia en 79 casos y 160 controles y sus caracteristicas del paciente y del tumor se resumen en
la Tabla 1. Este estudio fue aprobado por los comités éticos de investigacion clinica locales. Esta Ultima cohorte
consistia en 84 de la serie Oxford descrita anteriormente (Loi S, Haibe-Kains B, Desmedt C, et al: Definition of
clinically distinct molecular subtypes in estrogen receptor-positive breast carcinomas through genomic grade. J Clin
Oncol 25:1239-46, 2007). Todos los pacientes tenian cancer de mama positivo para receptores estrogénicos y eran
negativos para ganglios linfaticos y se trataron con monoterapia adyuvante con tamoxifeno. Este estudio utilizd
porciones del ARN total de muestras tumorales congeladas aisladas previamente.

Tabla 1. Caracteristicas de los pacientes y del tumor

Caracteristicas Casos (n = 79)|Controles (n = 160)
Tiempo de recaida (Afos)
inenvlo be120  bii4g
Variables apareadas Tratamiento e o
quimio 11 (14 %) 9 (6 %)
quimio + endo 32 (41 %) 58 (36 %)
endo 28 (35 %) 67 (42 %)
ninguna 8 (10 %) 26 (16 %)
Afio de diagndstico
1991-1995 40 (51 %) 74 (46 %)
1996-2000 39 (49 %) 86 (54 %)
\Variables desapareadas Edad al diagndstico (afios)
<35 11 (14 %) 5 (3 %)
35-44 14 (18 %) 22 (14 %)
45-49 11 (14 %) 18 (11 %)
50-59 12 (15 %) 55 (34 %)
>= 60 31 (39 %) 60 (38 %)
[Tamafo del tumor (cm)
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Caracteristicas Casos (n = 79)|Controles (n = 160)
<=1 7 (9 %) 34 (21 %)
1,1-2 32 (41 %) 65 (41 %)
2,1-4 33 (42 %) 46 (29 %)
>4 7 (9 %) 15 (9 %)

Grado tumoral
1 4 (5 %) 32 (20 %)
2 41 (52 %) 109 (68 %)
3 34 (43 %) 19 (12 %)

Estado de los ganglios linfaticos
Neg 37 (47 %) 97 (61 %)
Pos 39 (49 %) 52 (32 %)
Desconocido 3 (4 %) 11 (7 %)

Receptor de progesterona
Neg 19 (24 %) 20 (12 %)
Pos 60 (76 %) 140 (88 %)

Ensayos de RT-PCR en tiempo real para H/l y IGM

Se utilizaron secuencias de cebador y sondas de HoxB13 y IL17BR, asi como genes de control ESR1, PGR, CHDH,
ACTB, HMBS, SDHA y UBC, como se describié anteriormente (Ma XJ, Hilsenbeck SG, Wang W, et al J Clin Oncol
24:4611-9, 2006). Las secuencias de cebadores y sondas para los cinco genes de grado molecular (BUB1B,
CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2), asi como de ERBB2 (HER?2) se prepararon utilizando Primer Express (ABI).

Para cada muestra FFIP, se utilizaron dos secciones de tejido de 7um para la extraccion del RNA. Se utilizé una
macro-diseccién en bruto para enriquecer el contenido del tumor. La extraccion de ARN, la transcripcion inversa y la
RT-PCR TagMan utilizando el instrumento ABI 7900HT (Applied Biosystem, Inc) se realizaron como se ha descrito
anteriormente (Ma et al., idem). Los nimeros de umbral de ciclo (CT, por sus siglas en inglés) se normalizaron al CT
medio de cuatro genes de referencia (ACTB, HMBS, SDHA y UBC). El uso de estos genes se apoya en los informes
anteriores con respecto a estos genes y en secuencias representativas de cada uno de estos genes conocidas para
el experto en la materia. Se tomaron CT normalizados para representar los niveles de expresion génica.

Calculo de H/I, IGM e IGG

En general y con respecto a IGM, se prefiere que los niveles de expresion de los genes descritos se combinen para
formar un Unico indice que sirva como un fuerte factor de prondstico y factor predictivo del resultado o resultados
clinicos. El indice es una sumatoria de los niveles de expresion de los genes utilizados y utiliza coeficientes
determinados a partir de andlisis de componentes principales para combinar los casos de mas de un gen desvelado
en un Unico indice. Los coeficientes se determinan mediante factores tales como la desviacion tipica de los niveles
de expresion de cada gen en todo un conjunto de datos representativo y el valor de expresion para cada gen en
cada muestra. La calidad del conjunto de datos representativo se controld sobre la base de los valores de expresién
promedio para el gen o genes de referencia como se desvela en el presente documento.

Por ejemplo, 1

Dicho de otra manera y con respecto a IGM, los niveles de expresion normalizados para los cinco genes de los
microarrays o RT-PCR se normalizaron a una media de 0 y una desviacion tipica de 1 en todas las muestras dentro
de cada conjunto de datos y después se combinaron en un Unico indice por muestra a través de un analisis de
componentes principales (ACP), utilizando el primer componente principal. La normalizacion de los datos de
expresion primarios dentro de cada conjunto de datos era necesaria para representar las diferentes plataformas
(microarrays y RT-PCR) y tipos de muestras (congeladas y FFIP). Como resultado, y después de los parametros de
escalado, se generé una férmula para la sumatoria de los valores de expresion que define el indice. La precision de
los parametros de escalado, puede entonces ensayarse basandose en las medias, los errores tipicos y las
desviaciones tipicas (con intervalos de confianza) de los niveles de expresion de los genes en todo el conjunto de
datos. Por tanto, la generacién de la formula para el indice es dependiente del conjunto de datos, del gen de
referencia y de los genes del IGM.

El ratio HoxB13:IL17BR se calcul6 como la diferencia en los niveles de expresion normalizados entre HoxB13 y
IL17BR como se ha descrito anteriormente (Ma et al, idem). Las medias y las desviaciones tipicas para HoxB13 y
ILL7BR utilizadas para la normalizacion de la cohorte de la Tabla 1 se obtuvieron a partir de un andlisis de 190
secciones de tejido FFIP de una cohorte de base poblacional separada de los pacientes con cancer de mama
negativo para ganglios linfaticos positivo para receptor estrogénico.

Para el IGM, los valores de Ct en bruto obviamente anormales se eliminaron antes de hacer la media de los valores

sobre los duplicados para cada gen y cada muestra. El valor de Ct en bruto promediado para cada gen después se
normalizé mediante el valor de Ct promedio de los cuatro genes de referencia (ACTB, HMBS, SDHA y UBC). Los
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niveles de expresion normalizados (ACt) para los cinco genes se combinaron en un solo indice por muestra, que
puede compararse con un valor de corte predeterminado, tal como 0, donde el IGM alto esta por encima del punto
de corte y el IGM bajo esta por debajo del punto de corte.

El indice de grado gendmico (IGG) se calculé a partir de los datos de microarrays utilizando los 128 conjuntos de
sondas Affymetrix que representan 97 genes y se aumentd o redujo a escala dentro de cada conjunto de datos para
que tuviera una media de -1 para los tumores de grado 1 y +1 para los tumores de grado 3 como se ha descrito
anteriormente (Sotiriou et al., citado anteriormente).

Puntos de corte y andlisis estadisticos

PUNTO DE CORTE de H/I: El punto de corte de 0,06 para el ratio HoxB13:IL17BR, previamente definido para
estratificar pacientes tratados con tamoxifeno adyuvante en bajo y alto riesgo de reaparicién, se aplicé directamente
en este estudio.

PUNTO DE CORTE de IGM: El calculo y el punto de corte de IGM se definieron sin utilizar ningan dato de los
resultados clinicos y, en su lugar, fue un punto de corte natural. El andlisis inicial de IGM en la cohorte Uppsala
indic6 una buena discriminacién de los tumores de grado 1 y de grado 3 utilizando la media (0) como punto de corte,
y la agrupacion basada en un modelo del IGM también indic6 una distribucion bimodal, con un punto de corte natural
aproximadamente en 0. Este punto de corte fue apoyado adicionalmente por el andlisis de la curva de caracteristica
operativa del receptor (ROC, por sus siglas en inglés).

INDICE DE GRADO GENOMICO (IGG): El IGG se dicotomizé en el punto de corte de 0, como se ha descrito
anteriormente (Sotiriou et al., citado anteriormente).

ANALISIS ESTADISTICOS: Se realizaron el andlisis de Kaplan-Meier con ensayo de orden logaritmico y la regresion
de riesgos proporcionales de Cox para evaluar la asociacion de los indices de expresiéon génica con el resultado
clinico. Se realizaron modelos de regresién multivariante de Cox para evaluar la capacidad pronoéstica de los indices
de expresion génica después de ajustar para factores prondésticos conocidos.

Se comprobd el supuesto de riesgos proporcionales (PH, por sus siglas en inglés) mediante valores residuales de
Schoenfeld a escala; las variables que transgredian el supuesto de PH se ajustaron en el modelo a través de la
estratificacion. Para representar el disefio de casos-cohortes de la cohorte de la Tabla 1, se utilizaron el analisis de
Kaplan-Meier ponderado y modelos de regresién de Cox con modificaciones para manipular disefios de casos-
cohortes (véase 1920 como se implement6 en el paquete de encuesta en R (www.r-project.org). Para someter a
ensayo la interaccion entre el IGM dicotomizado y el ratio H:l en modelos de regresion de Cox, se utilizo la
estadistica de Wald en la cohorte de la Tabla 1y se utilizé el ensayo de razén de verosimilitud en la Gltima cohorte.

Las correlaciones de las variables continuas con factores categéricos se examinaron utilizando el ensayo de
Wilcoxon no paramétrico de dos muestras o el ensayo de Kruskal-Wallis para los factores con mas de dos niveles.

Todos los analisis estadisticos se realizaron en el entorno estadistico R. Todas los ensayos de significacion fueron
de dos aspectos y p < 0,05 se considero significativo.

Ejemplo II: Rendimiento como pronéstico del IGM en pacientes con cancer de mama

La capacidad del IGM para predecir el resultado clinico en pacientes con cancer de mama se examiné utilizando
conjuntos de datos de microarrays a disposicién del publico. EI IGM se compard primero con el indice de grado
genodmico (IGG) de 97 genes descrito previamente en dos conjuntos de datos independientes. El analisis ROC indic6
que el IGM y el IGG eran comparables en la discriminacion de tumores de grado 1 y de grado 3 (Fig. 2). En el
andlisis de Kaplan-Meier, el IGM dicotomizado en el punto de corte 0 separ6 los pacientes en dos subgrupos con un
riesgo de muerte por cancer de mama significativamente diferente en ambos conjuntos de datos y las curvas de
supervivencia y las relaciones de riesgo (RR) fueron comparables a las generados por el IGG (Fig. 2). Estos
resultados demostraron, por tanto, que un indice de 5 genes podria reproducir el rendimiento como prondéstico de la
firma de 97 genes mucho mas compleja. Se sefiala que a pesar de que el IGM se desarrollé con total independencia
de IGG, cuatro (BUB1B, CENPA, RACGAP1 y RRM2) de los cinco genes estaban entre la firma de 97 genes y el
quinto gen, NEK2, estaba solo 2 posiciones mas debajo de los 112 conjuntos de sondas asociadas al grado 3
incluidos en el IGG.

A continuacion, el IGM se examind en un estudio TRANSBIG realizado para validar la firma de prondstico de 76
genes Rotterdam (Desmedt C, Piette M, Loi S, et al: Strong time dependence of the 76-gene prognostic signature for
nodenegative breast cancer patients in the TRANSBIG multicenter independent validation series. Clin Cancer Res
13: 3207-14, 2007). Esto permitié la comparacién del IGM con otra firma de pronéstico validada de forma imparcial.
Con toda la cohorte, la aplicacion del punto de corte 0 para el IGM dio lugar a dos grupos de pacientes con
diferentes riesgos de metastasis a distancia (RR = 2,3; IC del 95% 1,2-4,2, p = 0,0064), mientras que la
estratificacion del riesgo mediante la firma de 76 genes fue solo marginalmente significativa (p = 0,046). Véase la
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Figura 3.

Ademas, en el subconjunto RE+ de grado 1 o 2 (n = 97), un grupo de pacientes para los que la estratificacion del
riesgo es mas arriesgado, el IGM identificod un subgrupo de pacientes con un riesgo significativamente mayor de
reaparicion (RR = 3,3, IC del 95 % 1,3-8,4, p = 0,0085), mientras que la firma de 76 genes no lo hizo (RR=1,4, p =
0,57).

Tomados en conjunto, en tres grandes conjuntos de datos de microarrays de un total de 608 pacientes, el IGM actué
sistematicamente como un factor de prondstico fuerte, comparable o superior a firmas mucho mas completas.

Ejemplo Ill: Desarrollo y validacion de un ensayo de RT-PCR para el IGM

Los cebadores y sondas para los 5 genes del IGM se disefiaron para el formato de ensayo de PCR en tiempo real
TagMan (RT-PCR) (Tabla 2).
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En comparacion con las plataformas basadas en microarrays, la RT-PCR en tiempo real ofrece una mayor precisiéon
en la cuantificacion, especialmente en el andlisis de muestras de ARN parcialmente degradadas de las muestras de
ensayo fijadas con formol e incluidas en parafina (FFIP) (Cronin M, Pho M, Dutta D, et al: Measurement of gene
expression in archival paraffin-embedded tissues: development and performance of a 92-gene reverse transcriptase-
polymerase chain reaction assay. Am J Pathol 164:35-42, 2004), que son el tipo mas comun de muestra en el
entorno clinico.

Para validar el ensayo del IGM basado en la RT-PCR, se realiz6 un estudio de casos-cohortes retrospectivo. Los
casos eran pacientes que fueron tratados en el Hospital General de Massachusetts (Boston, MA) entre 1991 y 1999,
pero desarrollaron metastasis a distancia durante el seguimiento, y los controles se seleccionaron aleatoriamente
entre los pacientes que ingresaron en la clinica durante el mismo periodo y estaban libres de la enfermedad en el
ultimo seguimiento (véase la Tabla 1 anterior). Los pacientes fueron tratados con el tratamiento de referencia que no
incluia ninguna terapia sistémica, terapia hormonal ni quimioterapia. Para determinar la utilidad como pronoéstico
independiente de la terapia del IGM, los controles con los casos con respecto a la terapia sistémica.

De manera similar a los conjuntos de datos de los microarrays analizados anteriormente, el IGM basado en RT-PCR
también discrimin6 con precisién los tumores de grado 1 y los de grado 3 (precision del 86 %) utilizando el mismo
punto de corte 0 como se ha descrito anteriormente (Fig. 4, parte A). El andlisis de Kaplan-Meier indicé que un IGM
alto se asocid significativamente a un alto riesgo de metastasis a distancia, independientemente del estado
ganglionar (Fig. 4, partes B-D). En un modelo de regresion de Cox multivariante ajustado para el tamafio del tumor,
el grado tumoral, los ganglios linfaticos, la terapia sistémica, el IGM permanecié altamente significativo con una
relacién de riesgo de 4,7 (2,1-10,8) (Tabla 3).

Tabla 3. Analisis de riesgos proporcionales de Cox multivariante del IGM en toda la cohorte

Variable Relacion de riesgolntervalo de confianza del 95 %p
IGM Alto frente a bajo 4,7 2,1-10,08 0,0002
Tamafio del tumor> 2°cm frente a < 2°cm 0,8 0,4-1,5 0,4580
Grado tumoral 0,0011
Il frente a | 1,6 0,5-5,2 0,4331
Il frente a | 5,6 1,5-20,6 0,0105
edad > = 35 afos frente a < 35 afios 0,7 0,2-1,9 0,4687
Estado ganglionarPos. frente a Neg. 1,2 0,6-2,3 0,5581
Tratamiento 0,5733
Quimio frente a Ninguno 0,9 0,4-2,4 0,8837
Endo frente a, Ninguno 15 0,5-4,5 0,4406
Quimio + Endo frente a Ninguno1,0 0,3-3,5 0,9939

Por tanto, el IGM como se determin6 por RT-PCR mantuvo su alta correlacion con el grado tumoral y su rendimiento
de pronostico consistente en una cohorte totalmente independiente.

Ejemplo IV: Valor pronéstico complementario del IGM y HOXB13:IL17BR

Para demostrar si el ratio HOXB13:IL17BR proporciona informacion de prondéstico adicional al IGM vy viceversa, se
analizaron ambos indices en los pacientes con ganglios linfaticos negativos tratados con terapia endocrina (n = 93).
Se ha demostrado que el ratio no sirve como prondstico en pacientes con ganglios linfaticos positivos, lo cual se
confirm6 en esta cohorte también. En este grupo de pacientes, el IGM y el ratio H:l estaban cada uno fuertemente
asociado al riesgo de metastasis a distancia (Figura 5, partes Ay B).

Cuando ambos se tuvieron en cuenta juntos, el IGM fue altamente significativo en la estratificacion de pacientes en
grupos de bajo y alto riesgo solo cuando los tumores tenian una alta H:l, y analogamente, el ratio H:l solo fue
significativa en la estratificacién de pacientes con tumores que tenian un alto IGM (Figura 5E), aunque un ensayo
formal para determinar la interaccion entre estos dos indices no alcanzé significacion estadistica (p = 0,09). Por
tanto, el IGM y la relacién se combinaron para estratificar los pacientes en tres grupos de riesgo (bajo riesgo = bajo
para ambos indices o alto solo para H:l; riesgo intermedio = alto para el IGM solamente; y alto riesgo = alto para
ambos, representa el 48 %, el 24 % y el 28 % de los pacientes, respectivamente).

El andlisis de Kaplan-Meier de estos tres grupos indicdé que el IGM y la H:l altos juntos predijeron un muy mal
resultado para el grupo de alto riesgo (relacién de riesgo frente a grupo de bajo riesgo = 40,2, IC del 95 % 5,0-
322,6). Esto se ilustra en la Fig. 5, parte C. Las estimaciones de Kaplan-Meier probabilidad de supervivencia sin
metéastasis a distancia a los 10 afios fueron del 98 % (96-100 %), el 87 % (77-99 %) y el 60 % (47-78 %) para el
grupo de riesgo bajo, intermedio y alto, respectivamente. Ademas, después de ajustar para la terapia sistémica y los
factores de prondstico convencionales (edad, tamafio y grado tumoral) en un modelo de regresién de Cox
multivariante, el indice combinado se mantuvo altamente estadisticamente significativo (Tabla 4), lo que demuestra
el fuerte valor pronéstico independiente de la combinacion del IGM y la H:1.
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Tabla 4. Modelo de riesgos proporcionales de Cox multivariante de la combinacion de IGM y HOXB13:IL17BR en
pacientes con ganglios negativos tratados con terapia endocrina o terapia endocrina + quimioterapia

Variables Relacion de riesgolntervalo de confianza del 95 %p

IGM + HOXB13:IL17BR 0,0007
Intermedio frente a Bajo 55 0,9-34,6 0,0720
Alto frente a Bajo 24,2 4,3-135,2 0,0003

Tamafio del tumor > 2°cm frente a <= 2°cm 1,0 0,3-2,9 0,9804

Edad >= 35 afios frente a < 35 afios 0,1 0,0-0,4 0,0036

Tratamiento Endo frente a Quimio + Endo 11,5 2,2-59,4 0,0034

Nota: El grado tumoral se ajust6 para la estratificacion.

Para fundamentar ain mas el poder como pronéstico de la combinacion del IGM y el ratio H:l, se examinaron estos
dos indices en otra cohorte independiente de 84 pacientes RE+ con ganglios linfaticos negativos tratados de manera
uniforme con terapia con tamoxifeno adyuvante (Ultima cohorte). Después de aplicar los mismos puntos de corte a
estos dos indices y el mismo algoritmo de combinacion como se ha descrito anteriormente, los grupos de riesgo
bajo, intermedio y alto resultantes consistieron en el 44 %, el 24 % y el 32 % de los pacientes, respectivamente, de
acuerdo con sus proporciones observadas en la cohorte de la Tabla 1. De nuevo, el andlisis de Kaplan-Meier indicé
que el grupo de alto riesgo con tumores altos para ambos indices tuvo el peor resultado clinico (AR frente a grupo de
bajo riesgo = 7,9 (2,2-28,2) (Fig. 5D) y el ensayo de razon de verosimilitud indicé una interaccion estadisticamente
significativa entre estos dos indices (p = 0,036).

En conjunto, en dos cohortes independientes, el IGM y el ratio H:l proporcionaron informaciéon de prondstico
adicional entre si y la combinacion de ambos indices fue particularmente eficaz en la identificacion de un
subconjunto de pacientes (~30 %) con muy mal prondstico a pesar de la terapia endocrina, los que indica la
necesidad de terapias adicionales para estos pacientes.

Ejemplo V: Correlacion diferencial de HOXB13:1L17BR e IGM con expresion de RE y RP

Tanto HOXB13 como IL17BR son regulados por el receptor estrogénico. La expresion de HOXB13 se suprime
mientras que la expresion de IL17BR es estimulada por los estrégenos en las estirpes celulares de cancer de mama
RE+ (Zuncai W, S Dahiya, Provencher H, et al: The prognostic biomarkers HOXB13, IL17BR and CHDH are
regulated by estrogen in breast cancer. Clin Cancer Res, 2007). De este modo, la expresion de los 5 genes en el
IGM se sometié a ensayo para determinar su posible regulacién similar por la sefalizacion estrogénica. En el grupo
de pacientes RE+ con ganglios negativos tratados con terapia endocrina analizados anteriormente, donde la H:l alta
estaba fuertemente correlacionada con una menor expresion de RP, el IGM no se asocié significativamente a la
expresion del mMRNA de ninguno de entre el RE y el RP (Fig. 6).

En los tres grupos de riesgo generados por la combinacion del ratio H:l y el IGM como se ha descrito anteriormente,
el grupo de alto riesgo se asocié a una pobre expresion de RP. Curiosamente, el grupo de alto riesgo también
estaba particularmente enriquecido en tumores que sobre-expresaban HER2 (Fig. 6). Contenia 6 de los 7 tumores
con alta expresion de HER2 (utilizando 0 como punto de corte, ensayo exacto de Fisher p = 0,001). Por tanto, el
grupo de alto riesgo tenia tumores tanto con la expresion de RP disminuida como con la expresion de HER2
aumentada, ambos marcadores de resistencia endocrina (Shou J, Massarweh S, Osborne CK, et al: Mechanisms of
tamoxifen resistance: increased estrogen receptor-HER2/neu cross-talk in ER/HER2-positive breast cancer. J Natl
Cancer Inst 96: 926-35, 2004). Esto es coherente con su mal resultado a pesar de la terapia endocrina. Estos
resultados también sefialan que el ratio H:l y el IGM probablemente representan vias biolégicas distintas, lo que
podria explicar su utilidad en la determinacion de la agresividad tumoral cuando se utilizan juntos.

Ejemplo VI: El IGM se asocia significativamente a la RCp

Se utilizaron muestras tumorales de 82 pacientes RE+ tratados de forma preoperatoria con paclitaxel seguido de 5-
FU, doxorubicina y ciclofosfamida (paclitaxel/FAC), una terapia que se utiliza habitualmente para el cancer de mama,
para estudiar la correlaciéon del IGM con la sensibilidad a la quimioterapia. 7 de 82 (el 8,5 %) de los pacientes RE+
tuvieron una respuesta patolégica completa (RCp) y los 7 pacientes tenian un alto IGM. Ningun tumor con un bajo
IGM (~55 %) tuvo una RCp en el paciente correspondiente. Véase la Figura 11. Aproximadamente el 20 % de los
tumores de alto IGM tuvieron una RCp o un enriquecimiento de 2,3 veces y un valor predictivo positivo del 100 %.

De este modo, el IGM alto se asocia significativamente a una respuesta patoldgica completa (RCp) en los tumores
RE+ (p = 0,0053). Y el IGM indica qué tumores tienen probabilidad de ser sensibles o resistentes a la quimioterapia.
Los resultados demuestran que el IGM y Oncotype DX tienen un rendimiento similar en la predicciéon de la quimio-
respuesta en situaciones preoperatorias (Chang, J. et al. "Gene expression patterns in formalin-fixed, paraffin-
embedded core biopsies predict docetaxel chemosensitivity in breast cancer patients." Breast Cancer Research and
Treatment, 10.1007/s10549-007-9590, 2007).
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1621
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1741
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ggtcgcttcet
gaggaaaggc
gaaggaaggg
taaagaaaat
ggcacaagaa
aattcgattt
agagcagaac
tgtagaagca
gcttaaatta
agggattggt
agaaaacttt
actagaaaga
gttggcactt
cacactagct
aggaggtgcet
gatgcaaaat
agagttgtct
gaatgagctg
caatacagct
agagactgca
cctaagcacc
tcagcaagcg
aggagtaggg
agagcaaagg
gattgaagag
tgatcagcaa
gtctcagaaa
cagagaaact
tgtacctttc
tgcagatccc
aagcatcacc
acccttgagc
agaagacact
aatgtccttg
tgtaaagacc
catcaagaag
ctctggttct
gaaactagaa
gtatcgcaga
agaagacaga
ttactgcatt
aagaaactct
ttatatcaac

gtagctccga
ctgcagcagg
ggtgctctga
gtacaacctt
tctgcctgta
tacactggaa
tatcctcaag
ctacaaggag
gggcgtttat
gtttcacttg
aggaaagcag
ctacagtccc
gagaaagaag
gaactaaaga
ctcaaggctc
aatagtagaa
aagcctacag
caagcaggcc
tcactgatag
caacagccag
agaaagcctg
tctgaggaga
gaattctcct
gaagccgagc
atggagaaga
gaagagacga
ataccaggaa
tcacttgcgg
tccatttttg
ccacgagttt
tcaaatgaag
gaggatgcca
tgtgactttg
aaggatctcc
tctgaggacc
ctgagcccaa
tctgecctegg
cttactaatg
cagctactga
ccaatgccta
aaacgagaat
gcagaattaa
ctcaagttaa
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gggcaggttg
acgaggacct

gtgaagccat
taaggcaagg
acaatactct
atgaccctct
gtgggaagga
aaaaacgata
gcaatgagcc
ctcagttcta
atgcgatatt
agcaccgaca
aagaggagga
gcaaagggaa
caagccagaa
ttactgtttt
tccagccatg
cttggaacac
ctgtacccgce
ttatgacacc
gaaaggaaga
agaaagagaa
ttgaagaaat
tattgaccag
agctaaaaga
tgcctacaaa
tgactctatc
agaacatttg
atgagtttct
tagctcaacg
atgtgtctcc
ttatcacagg
ccagagcagc
cttctgatcc
agcagacagc
ttattgaaga
ttgcaagcac
agacttcaga
agtccctacc
agttggaaat
acctaatatg
cagtaataaa
aggaacgttt
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cggaagaaag
gagccaggaa
gtcecctggag
gcggatcatg
tcagcagcag
ggatgtttgg
gagtaatatg
ttatagtgat
tttggatatg
tatctcatgg
tcaggaaggg
attccaagct
agtttttgag
aaagacagca
cagaggactc
tgatgaaaat
gatagcaccc
aggcaggtcc
tgtgcttccc
atgtaaaatt
aggagatcct
gatgatgtat
tcgggctgaa
tgcagagaag
aatccaaact
ggagacaact
cagttctgtt
gcaggaacaa
tctttcagaa
aagacccctt
agatgtttgt
cttcagaaat
tcgttttgta
tgagagactg
ttgtggcact
cagtcgtgaa
ctcctceccatc
aaaccctact
agagttaagt
tgagaaggaa
tgaagattac
ggtatcttct
aaatgaagat

cccaggecggt
tgcaggatgg
ggagatgaat
tccacgctte
aaacgggcat
gataggtata
tcaacgttat
cctcgatttce
tacagttact
gcagaagaat
attcaacaga
cgagtgtctc
tcttetgtac
agagctccaa
caaaatccat
gctgatgagg
cccatgccca
ttggaacaca
agtttcactc
gaacctagta
ctacaaaggg
tgtaaggaga
gttttccgga
agagcagaaa
actcagcaag
aaactgcaaa
tgtcaagtaa
cctcattcta
aagaagaata
gcagttctca
gatgaattta
gtaacaattt
tccactecctt
ttaccggaag
atctacagtc
gccacacact
aaatgtcttc
cagtcaccat
gcctctgcag
attgaattag
aagttattct
caacctgtcc
tttgatcatt

ctgtggccca
cggcggtgaa
gggaactgag
agggagcact
ttgaatatga
tcagctggac
tagaaagagc
tcaatctctg
tgcacaacca
atgaagctag
aggctgaacc
ggcaaactct
cacaacgaag
tcatccgtgt
ttcctcaaca
cttctacagc
gggccaaaga

ggcctegtgg
catatgtgga

taaaccacat
ttcagagcca
agatttatgc
agaaattaaa
tgcagaaaca
aaagaacagg
ttgcttccga
actgttgtgc
aaggtcccag
aaagtcctcc
aaacctcaga
caggaattga
gtcctaaccc
ttcatgagat
aagatctaga
agactctcag
cctctggett
aaattcctga
ggtgttcaca
agttgtgtat
gtaatgagga
gggtggcgcece
catgggactt
tttgcagctg
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2641
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ttatcaatat
ggatcttctc
ccttttgaca
aaggtgtctg
agctttgaag
taccctcagce
ttcttctecec
caaggaacac
tgagctaaaa
tgaggccaca
tacattccaa
ggctttgctc
ggttgtattg
tgcactacca
ttatacagtg
taaacagact
tgtacttttc
ataataaaat

gttagggagt
aaagcccagg
ggaatgcagg
ggagggagat
catgtccacg
gcagaaacgg
ttgggatagg
tatgtcaacg
tgatcctcga
tatgtacagt
atgggcagaa
agggattcaa
agctcgagtg
tgagtcttct
agcaagagct
actccaaaat
aaatgctgat
accccccatg
gtccttggaa
tcccagttte
aattgaacct
tcctctacaa
gtattgtaag
tgaagttttc
gaagagagca
aactactcag
aactaaactg
tgtttgtcaa
acaacctcat
agaaaagaag
ccttgcagtt
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caagatggct
caacacagtg
atagtggaga
attctcagaa
atagtggact
ggctttcgga
taccaggtag
ctacaggtct
gatggtgaat
gtgtctgttce
agtcacctga
tttcagtgag
tggaacactg
ttgctgttcect
atatacttac
cattacaaat
ccatttgtaa
agtatctgtt

cgtgtgcgtyg
cggtctgtgg
atggcggcgg
gaatgggaac
cttcagggag
gcatttgaat
tatatcagcet
ttattagaaa
tttctcaatc
tacttgcaca
gaatatgaag
cagaaggctg
tctcggcaaa
gtaccacaac
ccaatcatcc
ccatttcctc
gaggcttcta
cccagggceca
cacaggcctce
actccatatg
agtataaacc
agggttcaga
gagaagattt
cggaagaaat
gaaatgcaga
caagaaagaa
caaattgctt
gtaaactgtt
tctaaaggtc
aacaaaagtc
ctcaaaacct

gtattgtttg
aatatattac
tgctacacaa
acagaatcca
tttcctacag
ctgtacagat
acctgtttgg
tctgggatgg
tgtggaataa
ttggggagcect
acaaagcctt
ctaggcaatc
aaactgtatg
actttttggt
tcatggcctt
ggttaccttg
tttgtaaaat
aaaaaaaaaa

ccttggtcge
cccagaagaa
tgaaaaagga
tgagtaaaga
cactggcaca
atgaaattcg
ggacagagca
gagctgtaga
tctggcttaa
accaagggat
ctagagaaaa
aaccactaga
ctctgttggce
gaagcacact
gtgtaggagg
aacagatgca
cagcagagtt
aagagaatga
gtggcaatac
tggaagagac
acatcctaag
gccatcagca
atgcaggagt
taaaagagca
aacagattga
caggtgatca
ccgagtctca
gtgccagaga
ccagtgtacc
ctcctgcaga
cagaaagcat
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gcaccaatat
ccatgaaata
agcagaaata
cgatccctat
tgttgacctt
cctggaagga
tatagcagat
gtccttectgg
attctttgtyg
tgcagcagaa
atggaaggta
aagtctcaca
tgctgtaatt
acaggtatat
gtctaacttt
ttatttaacc
gttctcttat
aaaaaaaaaa

ttctgtaget
aggcctgcag
agggggtgcet
aaatgtacaa
agaatctgcc
attttacact
gaactatcct
agcactacaa
attagggcgt
tggtgtttca
ctttaggaaa
aagactacag
acttgagaaa
agctgaacta
tgctctcaag
aaataatagt
gtctaagcct
gctgcaagca
agcttcactg
tgcacaacag
caccagaaag
agcatctgag
aggggaattc
aagggaagcc
agagatggag
gcaagaagag
gaaaatacca
aacttcactt
tttctccatt
tccececcacga
cacctcaaat

ataaactgct
acagtgttga
gtccatggtg
gattgtaaca
agggtgcagc
caaaagatcc
ttagcacatt
aaacttagcc
cggattctga
atgaatgggg
gggaagttaa
gattgctgcc
taatttagga
tttgacgtca
tgtgaagaac
catttgtctc
gatcaccatg
aaaaaaaaa

ccgagggcag
caggacgagg
ctgagtgaag
cctttaaggce
tgtaacaata
ggaaatgacc
caaggtggga
ggagaaaaac
ttatgcaatg
cttgctcagt
gcagatgcga
tcccagcacc
gaagaagagg
aagagcaaag
gctccaagcec
agaattactg
acagtccagc
ggcccttgga
atagctgtac
ccagttatga
cctggaaagg
gagaagaaag
tcctttgaag
gagctattga
aagaagctaa
acgatgccta
ggaatgactc
gcggagaaca
tttgatgagt
gttttagctc
gaagatgtgt

tcacccttca
ttatttataa
acttgagtcc
agaacaatca
tggatgtttt
tggctaactg
tactattgtt
aaaatatttc
atgccaatga
tttttgacac
ctagtcctgg
tcagagcaat
cacatttaga
ctgatatttt
tattttattc
tacttttccc
tattttgtaa

gttgcggaag
acctgagcca
ccatgtcecct
aagggcggat
ctcttcagceca
ctctggatgt
aggagagtaa
gatattatag
agcctttgga
tctatatctc
tatttcagga
gacaattcca
aggaagtttt
ggaaaaagac
agaacagagg
tttttgatga
catggatagc
acacaggcag
ccgctgtget
caccatgtaa
aagaaggaga
agaagatgat
aaattcgggc
ccagtgcaga
aagaaatcca
caaaggagac
tatccagttc
tttggcagga
ttcttecttte
aacgaagacc
ctccagatgt



1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

ttgtgatgaa
aaatgtaaca
tgtatccact
actgttaccg
cactatctac
tgaagccaca
catcaaatgt
tactcagtca
aagtgcctcet
ggaaattgaa
ttacaagtta
ttctcaacct
agattttgat
atatataaac
aataacagtg
aatagtccat
ctatgattgt
ccttagggtg
aggacaaaag
agatttagceca
ctggaaactt
tgtgcggatt
aaaaatgaat
ggtagggaag
cacagattgce
aatttaattt
atattttgac
ttttgtgaaa
accatttgtt
tatgatcacc
aaaa
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tttacaggaa
atttgtccta
ccttttcatg
gaagaagatc
agtcagactc
cactcctctg
cttcaaattc
ccatggtgtt
gcagagttgt
ttaggtaatg
ttctgggtgg
gtcccatggg
catttttgca
tgcttcaccce
ttgattattt
ggtgacttga
aacaagaaca
cagctggatg
atcctggcecta
catttactat
agccaaaata
ctgaatgcca
ggggttttty
ttaactagtc
tgcctcagag
aggacacatt
gtcctgatat
aactatttta
ctctactttt
atgtattttyg

ttgaaccctt
acccagaaga
agataatgtc
tagatgtaaa
tcagcatcaa
gcttctctgg
ctgagaaact
cacagtatcg
gtatagaaga
aggattactg
cgccaagaaa
acttttatat
gctgttatca
ttcaggatct
ataacctttt
gtccaaggtg
atcaagcttt
tttttaccct
actgttcttc
tgttcaagga
tttctgagcet
atgatgaggc
acactacatt
ctggggcttt
caatggttgt
tagatgcact
tttttataca
ttctaaacag
ccececgtactt
taaataataa

Dos secuencias representativas de ARNm de CENPA:

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901

ccgtgaagtyg
ggctcatgtg
cccggacccyg
gtcatgggcece
ccgaccccga
cacagtcggc
ctcttgataa
cgtggtgtgg
gcatttctag
actctcttcce
ggctgagctce
accggggact
tgctgtctcet
gaagactgca
aaaggcctga
actcatgtga

ggcggagcga
aggctcgegg
gcagcccgag
cgcgeccgcecg
ccceecggecce
ggagacaagg
ggaagctgcc
acttcaattg
ttcatctctt
caaaggatgt
ctgcacccag
ctccagagcc
gaacagtatg
tgactttecct
aaataatttt
ctatttgagg

gcgatttgaa
cacagcgttc
caggagccgt
gagccgaaag
ctcccggegg
ttggctaaag
cttcagccgce
gcaagcccag
tgaggacgcc
gcaactggcc
tgtttctgtc
atgactagat
tgtgtgttgce
ctgtaacaga
cagataaaga
attttgaaaa

30

gagcgaggat
cacttgtgac
cttgaaggat
gacctctgag
gaagctgagc
ttcttctgece
agaacttact
cagacagcta
cagaccaatg
cattaaacga
ctctgcagaa
caacctcaag
atatcaagat
tctccaacac
gacaatagtg
tctgattctc
gaagatagtg
cagcggcttt
tccctaccag
acacctacag
aaaagatggt
cacagtgtct
ccaaagtcac
gctctttcag
attgtggaac
accgttgctg
gtgatatact
aatcattacn
ttcccatttg
aatagtatct

cgcgagcggc
tctgggctcce
gggaccgggc
cccgaggecce
ggcccctect
gagatccgaa
ctggcaagag
gccctattgg
tatctcctca
cggaggatcc
agtctttecct
ccaatggatt
tttaaatatt
ggtaatatat
gactccaagg
catcagattt

gccattatca
tttgccagag
ctccettetg
gaccagcaga
ccaattattg
tcggttgcaa
aatgagactt
ctgaagtccc
cctaagttgg
gaatacctaa
ttaacagtaa
ttaaaggaac
ggctgtattg
agtgaatata
gagatgctac
agaaacagaa
gacttttccect
cggactgtac
gtagacctgt
gtcttctggg
gaattgtgga
gttcttgggg
ctgaacaagg
tgagctaggc
actgaaactg
ttctactttt
tactcctgge
aatggttacc
taatttgtta
gttaaaaaaa

gcggacttct
ccagaagcca
gccagcaccc
cgaggaggcg
taggcgcttc
agcttcagaa
aaatatgtgt
ccctacaaga
ccttacatgce
ggggccttga
gctcagccag
ctgcgatgct
tttectttttt
gagacaatca
ttgactttag
gctgtggtat

caggcttcag
cagctcgttt
atcctgagag
cagcttgtgg
aagacagtcg
gcacctcctc
cagaaaaccc
taccagagtt
aaattgagaa
tatgtgaaga
taaaggtatc
gtttaaatga
tttggcacca
ttacccatga
acaaagcaga
tccacgatcc
acagtgttga
agatcctgga
ttggtatagc
atgggtcctt
ataaattctt
agcttgcage
ccttatggaa
aatcaagtct
tatgtgctgt
tggtacaggt
cttgtctaac
ttgttattta
aatgttctct
aaaaaaaaaa

gccaagcacc
gccttteget
tctgcggegt
cagcccgagc
ctcccatcaa
gagcacacac
taaattcact
ggcagcagaa
aggccgagtt
ggagggactc
gggggatgat
gtctggactt
ttgagaagga
acaccgttcc
tttgtgagtt
gggagaaaag



961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321

gctatgtact
ttgtactttt
ggctgggceat
gcatcatgta
ttggggatga
tcaaaatcaa
gaagatgtat
tttgtagttt

cgtgaagtgg
gctcatgtga
ccggacccgg
tcatgggccc
cgaccccgac
acagtcggcg
tcttgataag
ttgaggacgc
tgcaactggc
gtgtttctgt
catgactaga
gtgtgtgttg
tctgtaacag
tcagataaag
gattttgaaa
agctctttct
ataagggaaa
atagacctct
actgtgcttg
ctgtaagctt
tctaacttgg
tcagaatttt
gagataataa

tattatttta
attttacaca
ttccatcata
actgagtgga
atagaaaacc
ttcagaaatt
cataacagtt
ctttgtagag

gcggagcgag
ggctcgegge
cagcccgagce
gcgeccgceccgyg
cceccggeccece
gagacaaggt
gaagctgccc
ctatctccte
ccggaggatc
cagtctttcce
tccaatggat
ctttaaatat
aggtaatata
agactccaag
acatcagatt
gtaatattta
aaataagacc
gcccttcaga
tcaacggatg
tgatgttctg
agaatttaac
aaagtacatt
aaatcaaaat
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gctctttectg
taagggaaaa
tagacctctg
ctgtgcttgt
tgtaagcttt
ctaacttgga
cagaatttta
agataataaa

cgatttgaac
acagcgttct
aggagccgtg
agccgaaagc
tcceggeggg
tggctaaagg
ttcagccgec
accttacatg
cggggcecttg
tgctcagcca
tctgecgatge
ttttettttt
tgagacaatc
gttgacttta
tgctgtggta
cattttttac
actttgagca
gtagcctcac
tgtagctttt
gttacttcta
attttactct
ttcgatgctt
atttaatgaa

Dos secuencias representativas de ARNm de NEK2:

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781

cggggcccaa
tggagttcct
ctctggecgac
tggcacaggc
agtttggaaa
tgaagtgaat
tattgaccgg
ggctagtgta
tcgagtgatg
tcataccgta
cgtcaagctt
aacatttgtt
tgagaaatca
tccatttaca

ggcaggggtg
ggtccctgga
tggcecggceca
tcctacggece
gaacttgact
ttgcttcgtg
accaatacaa
attacaaagg
actcagttga
ttgcatcggg
ggagactttg
ggcacacctt
gatatctggt
gcttttagece

gcgggtcagt
gctccgcact
tgcctteeeg
gctgccagaa
atggctccat
aactgaaaca
cactgtacat
gaaccaagga
ctctggeect
atctgaaacc
ggctagctag
attacatgtc
cattgggctg
agaaagaact

31

taatatttac
aataagacca
cccttecagag
caacggatgt
gatgttctgg
gaatttaaca
aagtacattt
aatcaaaata

gcgagcggcg
ctgggctccc
ggaccgggcg
ccgaggcccce
gcccctectt
agatccgaaa
tggcagcaga
caggccgagt
aggagggact
ggggggatga
tgtctggact
tttgagaagg
aacaccgttc
gtttgtgagt
tgggagaaaa
catatgtaca
gttgcctgga
cattagtggc
cagaaactta
gtaaattcct
tgtaaatcat
ttatgggtat
aa

gctgctcggg
tggcggcgceca
ggctgaggac
gatccggagg
gacagaagct
tccaaacatc
tgtaatggaa
aaggcaatac
gaaggaatgc
agccaatgtt
aatattaaac
tcctgaacaa
cttgctgtat
cgctgggaaa

attttttacc
ctttgagcag
tagcctcacc
gtagcttttc
ttacttctag
ttttactctt
tcgatgettt
tttaatgaaa

cggacttctg
cagaagccag
ccagcaccct
gaggaggcge
aggcgcttcce
gcttcagaag
agcatttcta
tactctcttc
cggctgagct
taccggggac
ttgctgtctc
agaagactgc
caaaggcctg
tactcatgtg
ggctatgtac
tttgtacttt
aggctgggcea
agcatcatgt
attggggatg
gtcaaaatca
agaagatgta
ttttgtagtt

ggcttctcca
acctgcgtga
tatgaagtgt
aagagtgatg
gagaaacaga
gttcgttact
tattgtgaag
ttagatgaag
cacagacgaa
ttcctggatg
catgacacga
atgaatcgca
gagttatgtg
atcagagaag

atatgtacat
ttgcctggaa
attagtggca
agaaacttaa
taaattcctg
gtaaatcata
tatgggtatt
a

ccaagcaccg
cctttegetce
ctgcggcgtg
agcccgagcec
tcccatcaac
agcacacacc
gttcatctct
ccaaaggatg
cctgcaccca
tctccagage
tgaacagtat
atgactttcc
aaaataattt
actatttgag
ttattatttt
tattttacac
tttccatcat
aactgagtgg
aatagaaaac
attcagaaat
tcataacagt
tctttgtaga

tccaggtccce
ggcagcgcga
tgtacaccat
gcaagatatt
tgcttgttte
atgatcggat
gaggggatct
agtttgttct
gtgatggtgg
gcaagcaaaa
gttttgcaaa
tgtcctacaa
cattaatgcc
gcaaattcag



841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

gcgaattcca
aaaggattac
ggttgcagac
aaaatcgcag
ggagcgagag
ttgtgttcgt
ctacagcttyg
tctteccatcce
catgaggagt
gaaaaggctt
ccaactgaaa
tgtacaggat
tacttggttc
tactgttctt
agaacatatt
agtaggaaca
atatttatgc
acaattgtca
aaaacccagt
attgctctgt
cttttttttt
actaaataaa
aaaaaaaaaa

aacggggccc
cctggagttc
gactctggcg
attggcacag
ttagtttgga
tctgaagtga
attattgacc
ctggctagtg
cttcgagtga
ggtcataccg
aacgtcaagc
aaaacatttg
aatgagaaat
ttttagccag
ccgttactct
tcgaccttct
gcaaagaaga

taccgttact
catcgacctt
gagcaaagaa
gattccagcc
cgagctctca
gagagactag
ctaaaggaac
tcagtaatta
gagaattctg
cacgctgccc
agcagacaga
gtaatattac
catgagccat
cagcaactat
ataaaaagaa
tgagatgtga
aggaagagta
tgtctagatt
tagatgcaat
agttcaaatc
tttctgttta
agaattcttc

aaggcagggyg
ctggtcccetg

actggccggce
gctcctacgg
aagaacttga
atttgcttcg
ggaccaatac
taattacaaa
tgactcagtt
tattgcatcg
ttggagactt
ttggcacacc
cagatatctg
aaagaactcg
gatgaattga
gttgaagaaa
aatcttgaga
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ctgatgaatt
ctgttgaaga
gaaatcttga
ctgtattgag
aagcaagaga
cagaggacaa
ggaagttcct
agaagaaagt
agagtcagct
agctgcgggce
tcctgggcecat
caacctttaa
gcctttetgt
tgtacaaaat
tactttcttg
cattctaaat
gcactcactg
taaattttaa
ttggtcatta
tgttagcttt
acagaatatg
agtttccctg

tggcgggtcea
gagctccgcea
catgccttcc
ccgctgecag
ctatggctcc
tgaactgaaa
aacactgtac
gggaaccaag
gactctggcece
ggatctgaaa
tgggctagct
ttattacatg
gtcattgggc
ctgggaaaat
atgaaattat
ttcttgagaa

gaagagggcg

Dos secuencias representativas de ARNm de RACGAP1:

1
61
121
181
241

ccacgcgtcc
gatggatact
gattctcagt
ccgtaaaaag
agcagagact

ggcggagcga
atgatgctga
gaaggaaatg
tggcagagga
gagcgaagtg

agtgaagggt
atgtgcggaa
aagtccaatt
ctgaccatga
ctctggatgt

32

gaatgaaatt
aattcttgag
gagaagaggg
tgagctgaaa
agaaagattg
actggctaga
gtctctggca
tcatttcagt
cacatctaag
tcaagccctg
gcgctagcca
agactgatat
atagtacaca
gttcacattt
gttgggcttt
cttgggagaa
aatagtttta
gtctgagatt
ataccatgac
gtgaaaattc
agctgtctgt
taaaaaaaaa

gtgctgctcg
cttggcggceg
cgggctgagg
aagatccgga
atgacagaag
catccaaaca
attgtaatgg
gaaaggcaat
ctgaaggaat
ccagccaatg
agaatattaa
tctectgaac
tgcttgetgt
cagagaaggc
tacgaggatg
ccctttaata
acaattagga

ggcccaggtg
tctgtttgag
tatccagttg

gctggggaaa
taagctgaag

attacgagga
aaccctttaa
cgacaattag
ctgaaggaaa
gagcagaaag
gcagaaaatc
agtaatccag
ggggaaagta
tccaagtgca
tcagatattg
ggtagagaga
tcaaatgctg
tgatatttcg
aatttttctt
taatcctgtg
aaaataatgt
aatgactgag
ttaaatgttt
atcttgctta
atcactgtga
catttaccta
daaaaaaaaaa

ggggcttctc
caacctgcgt
actatgaagt
ggaagagtga
ctgagaaaca
tcgttcgtta
aatattgtga
acttagatga
gccacagacg
ttttcctgga
accacgacac
aaatgaatcg
atgagttatg
aaattcaggc
ttaaacttaa
gcagatttgg
gagccagaaa

gggccaggct
cagcttgtge
gcgaaggact
tacaaggatc
catgcacgta

tgttaaactt
tagcagattt
gagagccaga
ttcagttaca
aacaggagct
tgttgaagaa
aacttcttaa
aagagaacat
aggacctgaa
agaaaaatta
cacagagctg
tagtgttgaa
gaattggttt
tcttctttta
tgtgattact
taggaaaaaa
tggtatgcectt
ttgagcttag
taaatattcc
tgtttgtatt
cttctttecce
aaaaaaaaaa

catccaggtc
gaggcagcgce
gttgtacacc
tggcaagata
gatgcttgtt
ctatgatcgg
aggaggggat
agagtttgtt
aagtgatggt
tggcaagcaa
gagttttgca
catgtcctac
tgcattaatc
gaattccata
aggattacca
ttgcagacga
aaaaaaaaa

gactgaaaaa
gccgggtgga
ttgaggattt
ttttgatgaa
atcaggtgga



301

361

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061

tgtagagatc
tcagctgatt
gcaaaaatca
caaaagacta
gactgatgaa
agaaaagagg
aactcgttcc
agtgactgtt
atattggacc
cctgaacagc
taatggaggg
tgttccatgt
tgtggtctct
aggaacacct
aatgatcccc
gacaggcctg
cctcagagtg
ccttctaaaa
agcctttatg
agctgttggt
gcagagagtg
tggcecctaca
catcaagcgt
tcagttcatg
tgccttttcea
tcctgaacat
caccctcacc
acgacaaggc
tcccagecatt
actcattact
tttattaaaa
tgtgctggtc
tatggaattg
aaatgctgct
atgacagaaa
cagggcaaag
tctcattcce
gaggacagaa
agtgttgagt
ccgctggetg
tcattctgat
gtcaatatat
tgtcaatatt
aatttttccc
ttattcttaa
cttatctgta
aatgaaaaaa

gaccaggtgc
tactatgatg

aaacggagac
cgagagatgc
gctctggcectt
tcaaccattg
tcactggatt
cgctctacta
attggctctyg
cccaatgatg
aggagccgaa
aggcagctgg
atgcgcctgce
ggaaagcgga
catccagaat
gtcaagattg
tccattgttg
tataggatct
aaaactgtac
gactttcttc
gaagcagcag
gaactgcccc
gctcagagtc
atagtggccc
caacccaagg
atggtggagc
acaccacaga
cagcttctca
aagaacactc
aacttttttyg
gactgactat
acttttagca
ctatatatat
attgttggga
gttgtgattc
catagaatga
ccctacctat
aaaggattag
cattatgaac
ctagtgatgg
ggcacaacct
aactttgggt
gcttggcccece
catcctttgg
ttgtggtaag
atggaacata
tgtctgtaaa
aaacacctat
aaaaaaaaa

gtctgecget
ctgaatgtge
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agagagctga
tcatgtgtga
ttctcaacag
atgaatctgg
gggactcttc
gccgacagtt
cagtagacca
gcgggcccat
ggaaaacagg
agccaagaac
atgactttgt
taaaatttgg
gtcgggaccg
gagagggaat
tgcattgtgt
ctggctgtga
ccctecteag
gaaacctcaa
aaatcacaga
aggccaacag
cacatactaa
atgctgtgcc
tggttgagceg
aagagaacat
caccagatat
agactccttc
ctagatttgg
cttctccaat
aagaaaggac
ttctccagge
ctccecttec
gcttttagat
tttttgggga
tctttctcta
ctgataagat
accagaggat
tgagctataa
gagtatgcgt
tgtaaatgtg
tcatttgggg
cataccccca
catcccaact
aaaagctaca
gccacatcta
aacgattttc
ttgggataat

ggattgtgat
ggaatctgtt

33

ggctgactgc
cacatctggc
aggccaacca
ttccatttta
tttggtgaag
tgttgatggt
ggggaatgaa
cgaagctgtg
tactttacaa
tgagacagac
ttctaagacg
caaattatct
ctgtcccectt
gctggcagac
aaatgagatt
ccgcacagta
caaagtggat
agaacctctt
tgaagacaac
ggacacatta
aatggatgtt
caatccagac
cctgctttce
tgacccccta
taaagtgagt
atctagttcc
gagcaaaagc
gctcaagtga
acatctgtac
ttttactcaa
ttctcctcaa
gagacatctt
agggggttat
gtttcattta
tagcttgtct
ttaggatgcce
tatggagctt
agctttgatt
aaagtacaac
tcaaagccag
accttgtcca
aacaataaag
gtcatttttt
gatagatgtg
ttctgtagaa
atttggaaaa

aggaagcaga
tgagcagctt

gaaaagctgg
agcattcaac
tccagcagca
tcagatatca
actttcaaac
cccecctggac
tccatagttg
tccactattg
ccttggaaca
agtgtgggca
gttattaaac
ctgaagtgtc
ccctgecatte
tttgtgtccc
gagcaaagag
aaagagctga
gatatccatg
ctgacctttc
agcatagctg
gctttecctcea
gccaatctgg
ccagtgacaa
ttgcctcectgg
catgtcattg
ttactgggac
ctgtcacaga
aagtctgcca
agtcacatct
tctgctctge
gtttaattgt
gtcacataat
tccaggggta
tgttecctttg
gaactgattt
cagggtggga
tccttcectaag
tcataaaaat
tggatgatta
tcgtatttat
tttttetttt
gtggagccca
agtaggctat
ctttgcactt
agctttttct
tgtttgactt
aaagtaaata

gtgttcgtgt
gtgcgccggg

aacgacagat
taagcgagga
atgctgggaa
gctttgacaa
tgaagaagag
ctgtaaagaa
caaaaactac
agactgtgcce
gtgactccac
cgccacagag
ctgaatcctg
gagactgtcg
ctaccctgat
agacttctcc
gtctgactga
aagagaaatt
ctatctgtag
gccttaacag
ccatgtacca
tgattcactt
ctaaagtctt
tgttacagga
agtattggag
aaaactcaaa
ctgtgaccac
gagtccgttc
ctaacctagg
gcctgttact
agcctecctgt
gcatgagggt
atcagcactt
gaagggttag
gcttaaagcece
ccgtgagaca
agtgggaggg
aaccagaagt
gggatgcatt
ggtctttaat
ctctgatgtg
aaaattgaat
acttctaaag
aagggaagat
tggatgctga
tctgttaaaa
cgtattgacc
gctttttcaa

gaaagatgga
tggagattct



121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

cagtgaagga
aaagtggcag
gactgagcga
gatcaaacgg
gattcgagag
atcagctctg
actatcaacc
tgaatcactg
aggcgctcta
tccatttgge
tgttcccaat
gaccaggagc
cagcaggcag
agggatgcgce
atgtggaaag
ctctcatcca
acctgtcaag
cccctecatt
cctgtatagg
agtgaaaact
aaaagacttt
ttatggaagc
ttggtgaact
gagtggctca
ctacaatagt
agcgtcaacc
tcatgatggt
tttcaacacc
aacatcagct
tcaccaagaa
aaggcaactt
gcattgactg
ttactacttt
taaaactata
tggtcattgt
aattggttgt
ctgctcatag
agaaacccta
caaagaaagg
ttccecatta
cagaactagt
tgagtggcac
ggctgaactt
ctgatgcttg
tatatcatcc
atattttgtg
ttccecatgga
cttaatgtct
ctgtaaaaca
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aatgaagtcc
aggactgacc
agtgctctgg
agacagagag
atgctcatgt
gcttttctca
attgatgaat
gattgggact
ctagccgaca
tctgcagtag
gatggcgggce
cgaaggaaaa
ctggagccaa
ctgcatgact
cggataaaat
gaatgtcggg
attggagagg
gttgtgcatt
atctctggcet
gtacccctcce
cttcgaaacc
agcagaaatc
gccccaggcec
gagtccacat
ggcccatget
caaggtggtt
ggagcaagag
acagacacca
tctcaagact
cactcctaga
ttttgcttct
actataagaa
tagcattctc
tatatctccc
tgggagcttt
gattcttttt
aatgatcttt
cctatctgat
attagaccag
tgaactgagc
gatgggagta
aaccttgtaa
tgggttcatt
gcccccatac
tttggcatcc
gtaagaaaag
acatagccac
gtaaaaacga
cctatttggg

aatttatcca
atgagctggg
atgttaagct
ctgaggctga
gtgacacatc
acagaggcca
ctggttccat
cttcttggtg
gtttgttgat
accaggggaa
ccatcgaagc
caggtacttt
gaactgagac
ttgtttctaa
ttggcaaatt
accgctgtcc
gaatgctggc
gtgtaaatga
gtgaccgcac
tcagcaaagt
tcaaagaacc
acagatgaag
aacagggaca
actaaaatgg
gtgcccaatc
gagcgcctgce
aacattgacc
gatattaaag
ccttcatcta
tttgggagca
ccaatgctca
aggacacatc
caggctttta
cttccttecte
tagatgagac
ggggaagggyg
ctctagtttc
aagattagct
aggatttagg
tataatatgg
tgcgtagett
atgtgaaagt
tggggtcaaa
ccccaacctt
caactaacaa
ctacagtcat
atctagatag
ttttcttectg
ataaaaaaaa

Dos secuencias representativas de ARNm de RRM2:

34

gttggcgaag
gaaatacaag
gaagcatgca
ctgcgaaaag
tggcagcatt
accatccagc
tttatcagat
aagactttca
ggtcccectg
tgaatccata
tgtgtccact
acaaccttgg
agacagtgtg
gacggttatt
atctctgaag
ccttcectge
agactttgtyg
gattgagcaa
agtaaaagag
ggatgatatc
tcttctgacc
acaacagcat
cattagcttt
atgttgccaa
cagacccagt
tttcecttgece
ccctacatgt
tgagtttact
gttcecctgte
aaagcaagtc
agtgaagtca
tgtactctge
ctcaagttta
ctcaagtcac
atctttccag
gttattgttc
atttagaact
tgtctcaggg
atgcctcctt
agctttcata
tgatttggat
acaactcgta
gccagttttt
gtccagtgga
taaagagtag
tttttectttg
atgtgagctt
tagaatgttt
aaaaaaaaaa

gactttgagg
gatcttttga
cgtaatcagg
ctggaacgac
caactaagcg
agcaatgctg
atcagctttg
aactgaagaa
gacctgtaaa
gttgcaaaaa
attgagactg
aacagtgact
ggcacgccac
aaacctgaat
tgtcgagact
attcctaccc
tcccagactt
agaggtctga
ctgaaagaga
catgctatct
ttttcgectt
agctgccatg
cctcatgatt
tctggctaaa
gacaatgtta
tctggagtat
cattgaaaac
gggacctgtg
acagagagtc
tgccactaac
catctgcctg
tctgcagect
attgtgcatg
ataatatcag
gggtagaagg
ctttggctta
gatttccgtg
tgggaagtgg
ctaagaacca
aaaatgggat
gattaggtct
tttatctctg
cttttaaaat
gcccaacttc
gctataaggg
cactttggat
tttcttctgt
gacttcgtat
aaaaa

atttccgtaa
tgaaagcaga
tggatgtaga
agattcagct
aggagcaaaa
ggaacaaaag
acaagactga
gagagaaaag
gaaaactcgt
ctacagtgac
tgccatattg
ccaccctgaa
agagtaatgg
cctgtgttcc
gtcgtgtggt
tgataggaac
ctccaatgat
ctgagacagg
aattcctcag
gtagccttcet
aacagagcct
taccaagctg
cacttgcaga
gtctttggcece
caggacatca
tggagtcagt
tcaaatgcct
accactcctg
cgttccaccc
ctaggacgac
ttacttccca
cctgtactca
agggttttat
cactttgtgc
gttagtatgg
aagccaaatg
agacaatgac
gagggcaggg
gaagttctca
gcattgagga
ttaatagtgt
atgtgccgcet
tgaattcatt
taaaggtcaa
aagattgtca
gctgaaattt
taaaattatt
tgacccttat



61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

61
121
181
241

cccaggcgcea
caccaaagcc
gtgaggggtc
gctgecgecte
agctgcagcet
ccctgagegg
cggagccgaa
acccccgecg
aggcagaggc
gggaatccct
caagcgatgg
cagaagcccg
atagtcttct
ccattgaaac
acaaagaggc
tttccggtte
cattttctaa
tgttcaaaca
ctgttcggat
attgcactct
gttttagcaa
aaggaaagac
caagtccaac
cccttacttyg
actagccaca
tacctcacaa
ctggctggcet
tgacccttta
taaaagatgc
gcactttaca
tttggtttct
taagtgacta
taatgaatta
agtcagttgg
ctgggattct
ggagcttctt
gaagccgttt
ttcttgaaga
taaacaaaat
gttcctacaa
atttatattt
ttacctgtag

ccgtcecctgtce
tcececgetege
gcttggtcga
agaccgcgag
gcgtggagga

gccaatggga
aatgggaagg
gccecgtgceac
cactatgctc
ctcgececgetg
gacccgcgtce
aactaaagca
ctttgtcatc
ttcecttttgg
gaaacccgag
catagtaaat
ctgtttctat
tattgacact
gatgccttgt
tacctatggt
ttttgcgtcg
tgaacttatt
cctggtacac
agaacaggag
aatgaagcaa
ggttttcaga
taacttcttt
agagaattct
gctgattttt
ccatgaattg
ccagtcctgt
gtgacttacc
gtgagcttag
agcctcactg
aacaaataaa
acaccaaata
aagtaagtta
aaatatttgt
tgccagatag
ctgccccecte
aagttaaatc
cattttattt
gttttcatat
gatccaccta
gttgttcatt
actatgtctg
ttcataaaaa

ctggctgctce
gcccatcacg
caaggagaac
gaggatcttc
tgagccgcetg
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agggtcggag
gccgggagceg
cctgtcccag
tceccteegtyg
aaggggctca
ctggccagca
gctgccececcg
ttcceccateg
accgccgagg
gagagatatt
gaaaacttgg
ggcttccaaa
tacataaaag
gtcaagaaga
gaacgtgttg
atattctggc
agcagagatg
aaaccatcgg
ttcctcactg
tacattgagt
gtagagaacc
gagaagagag
tttaccttgg
tttttccatc
tccgtaatgt
ctgtttatag
atagcagtga
cacagcggga
cttcaacgca
cattgttttg
cattctcctg
aacttgtgta
taaccaactt
aagacaggtt
tgagtagagt
actagaaatt
ctcactgtat
gtgggagcta
agatcttgcc
ctagttttgt
ttaaatcaga
aaaaaaaaaa

gctctgettc
gacccgcagc
acgccgecgg
caggagccca
ctgagagaaa

35

gcatggcaca
cgcggcgcgyg
ccgtcecctgtce
tcecegetege
gcttggtcga
agaccgcgag
gcgtggagga
agtaccatga
aggttgacct
ttatatccca
tggagcgatt
ttgccatgga
atcccaaaga
aggcagactg
tagcctttgce
tcaagaaacg
agggtttaca
aggagagagt
aggccttgcec
ttgtggcaga
catttgactt
taggcgagta
atgctgactt
tcataagaaa
tcattaacag
tgctggtagt
caatggcagt
ttaaacagtc
gattttaatg
tactcacggce
accactaatg
gactaagcat
taaagtcagt
gtgtttttat
gttgtgggat
taggggtgat
tttecctcaac
aggtagtatt
cctgttaagt
ttggtgtaag
aattttttat
aaaaaaaaaa

gctgecgecege
agctgcagct
ccctgagegg
cggagccgaa
acccccgecg

gccaatggga
gagatttaaa
ctggctgctc
gcccatcacg
caaggagaac
gaggatcttc
tgagccgcectg
tatctggcag
ctccaaggac
tgttctggct
tagccaagaa
aaacatacat
aagggaattt
ggccttgege
tgcagtggaa
aggactgatg
ctgtgatttt
aagagaaata
tgtgaagctc
cagacttatg
tatggagaat
tcagaggatg
ctaaatgaac
aatcagctga
catctttaaa
atcacctttt
cttggcttta
ctttaaccag
tttacttaaa
ggcgataata
ggagccaatt
gtaattttta
cctgtgtata
cctgtggcett
aaaggaatct
ctgggcctte
gtctggttga
gtaaaatttc
ggtgaaatca
taggttgtgt
tatctatgtt

cactatgctc
ctcgcecgetg
gacccgcgtce
aactaaagca
ctttgtcatc

agggccgggyg
ggctgctgga
gctctgcectte
gacccgcagce
acgccgeccgyg
caggagccca
ctgagagaaa
atgtataaga
attcagcact
ttctttgecag
gttcagatta
tctgaaatgt
ctcttcaatg
tggattgggg
ggcattttct
cctggcectca
gcttgcctga
attatcaatg
attgggatga
ctggaactgg
atttcactgg
ggagtgatgt
tgaagatgtg
agtgttacca
actgtgtagc
gccagaaggc
aagtgagggg
cacagccagt
tataaacctg
gcttgattta
cacaattcac
agttttattt
cctagatatt
gtgtagtgtc
ctcagggcaa
atatgtgtga
tgagaaaaaa
aagtcatcct
actagaggtg
gagttaattc
cttctagatt

tcececteegtyg
aaggggctca
ctggccagca
gctgccececeg
ttcececcatcg



301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621

agtaccatga
aggtggacct
ttatatccca
tggagcgatt
ttgccatgga
atcccaaaga
aggcagactg
tagcctttge
tcaagaaacg
agggtttaca
aggagagagt
aggccttgec
ttgtggcaga
catttgactt
taggcgagta
atgctgactt
tcataagaaa
tcattaacag
tgctggtagt
caatggcagt
ttaaacagtc
gattttaatg
actcacaaaa

tatctggcag
ctccaaggac
tgttctggcet
tagccaagaa
aaacatacat
aagggaattt
ggccttgcge
tgcagtggaa
aggactgatg
ctgtgatttt
aagagaaata
tgtgaagctc
cagacttatg
tatggagaat
tcagaggatg
ctaaatgaac
aatcagctga
catctttaaa
atcacctttt
cttggcttta
ctttaaccag
tttacttaaa
aaaaaaaaaa
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atgtataaga
attcagcact
ttctttgcag
gttcagatta
tctgaaatgt
ctcttcaatg
tggattgggg
ggcattttct
cctggectcea
gcttgectga
attatcaatg
attgggatga
ctggaactgg
atttcactgg
ggagtgatgt
tgaagatgtg
agtgttacca
actgtgtagce
gccagaaggc
aagtgagggg
cacagccagt
tataaacctg
aaaaaaaaa
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aggcagaggc
gggaatccct
caagcgatgg
cagaagcccg
atagtcttct
ccattgaaac
acaaagaggc
tttcecggttce
cattttctaa
tgttcaaaca
ctgttcggat
attgcactct
gttttagcaa
aaggaaagac
caagtccaac
cccttacttg
actagccaca
tacctcacaa
ctggctggcet
tgacccttta
taaaagatgc
gcactttaca

ttccttttgg
gaaacccgag
catagtaaat
ctgtttctat
tattgacact
gatgccttgt
tacctatggt
ttttgcgtcg
tgaacttatt
cctggtacac
agaacaggag
aatgaagcaa
ggttttcaga
taacttcttt
agagaattct
gctgattttt
ccatgaattg
ccagtcctgt
gtgacttacc
gtgagcttag
agcctcactg
aacaaataaa

accgccgagyg
gagagatatt
gaaaacttgg
ggcttccaaa
tacataaaag
gtcaagaaga
gaacgtgttg
atattctggc
agcagagatg
aaaccatcgg
ttcctcactg
tacattgagt
gtagagaacc
gagaagagag
tttaccttgg
tttttccatc
tccgtaatgt
ctgtttatag
atagcagtga
cacagcggga
cttcaacgca
cattgtttgt
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REIVINDICACIONES
1. Un método que comprende:

analizar una muestra de células de cancer de mama de un sujeto que padece cancer de mama para determinar
el nivel de expresion de Bub1B, CENPA, NEK2, RACGAP1 y RRM2 y sumar los niveles de expresién como un
Unico indice para determinar un Unico indice para el sujeto;

analizar el ratio de la expresién de HoxB13 frente a la expresion IL17BR (ratio H:l) para el sujeto en la muestra;
comparar el indice del sujeto con un punto de corte del indice;

comparar el ratio H:l del sujeto con un punto de corte del ratio H:l; en el que el punto de corte del indice y el
punto de corte del ratio H:l se determinan como los puntos de corte naturales en una distribucién bimodal de
indices o ratios H:l en un conjunto de datos, en el que el conjunto de datos comprende indices o ratios H:l de
pacientes que (i) tuvieron reaparicion del cancer y (ii) no tuvieron reaparicion del cancer;

clasificar el indice o el ratio H:I del sujeto como de "alto riesgo" si el indice o el ratio H:l corresponde a un valor
por encima del punto de corte del indice o del punto de corte del ratio H:l o clasificar el indice o el ratio H:l del
paciente como de "bajo riesgo” si el indice o el valor de H:l corresponde a un valor igual o inferior al valor de
punto de corte del indice o el valor de punto de corte del ratio H:l, y

determinar que el sujeto tiene un riesgo aumentado de reaparicion del cancer si el indice y el ratio H:I del sujeto
se clasifican como de alto riesgo, o predecir que el sujeto tiene un riesgo reducido de reaparicion del cancer si el
indice y el ratio H:| del sujeto se clasifican como de bajo riesgo o si el indice del sujeto se clasifica como de bajo
riesgo y el ratio H:l del sujeto se clasifica como de alto riesgo, o predecir que el sujeto tiene una probabilidad
intermedia de reaparicién del cancer si el indice del sujeto se clasifica como de alto riesgo y el ratio H:I del sujeto
se clasifica como de bajo riesgo.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicho analisis comprende la preparacion de ARN a partir de dicha
muestra.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que dicho ARN se utiliza para la PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa).

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho andlisis comprende el uso de un
array.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha muestra se disecciona a partir de
tejido retirado de dicho sujeto.

6. El método segun la reivindicacion 3, en el que dicha PCR es RT-PCR (transcripcién inversa-PCR), opcionalmente
RT-PCR en tiempo real.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha muestra es una muestra fijada con
formol incluida en parafina (FFIP).

8. El método seglin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho cancer es el carcinoma ductal in
situ (CDIS).

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicha reaparicion del cancer comprende
la reaparicion local.

10. ElI método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende adicionalmente la seleccion de
una terapia para el sujeto sobre la base de los resultados de la determinacion.

11. El método segun la reivindicacién 1, en el que la modelizacién estadistica para determinar el punto de corte del
indice comprende la agrupacién basada en un modelo del indice para obtener una distribucién bimodal del indice, y
en el que el punto de corte del indice se determina como el punto de corte natural de la distribucién bimodal.

12. El método segun la reivindicacion 11, en el que el punto de corte del indice es 0.

13. El método segun la reivindicacién 1, en el que la modelizacién estadistica para determinar el punto de corte del
ratio H:l comprende el andlisis de regresion logistica del conjunto de datos.

14. El método segun la reivindicacion 13, en el que el punto de corte del ratio H:l es 0,06.
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Figura 1

Distribucion de IGM

R
0

-
%4

L
>
-
i

Y G
it

Densidad
b

Grado tumoral

Probabilidad sin reaparicion

1,0

0.8

02
|

0,0

04 06
|

M= 25

IGM: Grado =2
n =150 p =7,44e-04

S eee - —

o <=0

HR =4,1(1,8-9,3)

2 4 6 8 10 12

Afos

38

Ancho de banda = 0,6133



Tasa de positivos verdaderos

Tasa de positivos verdaderos

6,2

LG

s

5

G4

Wy

6,2

4l

L

Lo T

Dt

26

¥y

-
Lt

i

= [PPSR
el
.f
3 ------ IGM ABC =¢85
GG ABC=HET
¥ T T H H H

00 02 04

Tasa de positivos falsos

& 93 18

e |GM ABC =24
" IGG ABC EhES

B

H 4 i H H

LER RN CRC £ S

Tasa de positivos falsos

3

Probabilidad de supervivencia

Probabilidad de supervivencia

ES2 618353 T3

Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Figura SE
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Figura 8
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